Pesquisa de proteínas líticas fágicas e formulações lipossomais para a sua entrega a Helicobacter pylori by Gomes, Maria de Vasconcelos
 
Universidade Católica Portuguesa 
Faculdade de Engenharia 
 
Pesquisa de proteínas líticas fágicas e formulações lipossomais 
para a sua entrega a Helicobacter pylori 
Maria de Vasconcelos Gomes 
Dissertação apresentada para a obtenção do Grau de Mestre em 
Engenharia Biomédica: Especialização em Engenharia Biomolecular, 
de Tecidos e de Órgãos 
Júri 
Prof. Doutor Manuel Barata Marques (Presidente) 
Profª. Doutora Mónica Oleastro 
Profª. Doutora Cecília Calado 
Doutora Manuela Carvalheiro (Co-Orientadora) 
Maio de 2014 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dedicado a 
Maria Vasconcelos 
  
 
 
 
 
Agradecimentos 
A elaboração deste trabalho apenas foi possível pelo envolvimento de outras pessoas e 
instituições que me apoiaram das mais diversas formas e a quem dirijo o meu agradecimento. 
 
A quem mais contribuiu para o conhecimento científico que me permitiu desenvolver o 
trabalho prático tanto como redigir esta dissertação, agradeço imenso à minha Orientadora 
Professora Doutora Ana Filipa Vale, por acreditar e confiar no meu trabalho ainda na licenciatura 
como minha Professora, e à minha Co-orientadora Doutora Manuela Carvalheiro, pelo tempo e 
conhecimento disponibilizado numa área diferente à que estava familiarizada o que me permitiu 
expandir as minhas experiências. 
 
Ao iMed - Faculdade de Farmácia da Universidade de Lisboa que me disponibilizou um 
espaço e equipamentos para o desenvolvimento dos lipossomas e a toda a gente que me recebeu 
nesta instituição, em particular à Doutora Manuela Gaspar e Doutora Eugénia Cruz pelo 
acompanhamento e aconselhamento no desenvolvimento do trabalho prático. 
 
Ao Instituto Nacional de Saúde Dr. Ricardo Jorge por me ter disponibilizado espaço e 
equipamentos para a pesquisa do gene da holina e para fazer os ensaios de entrega de fármacos 
encapsulados em lipossomas. Em particular gostaria de agradecer à Doutora Mónica Oleastro, 
pela sua simpatia e disponibilidade, e à Raquel pela paciência e ajuda nas primeiras semanas de 
trabalho. 
 
Ao Doutor António Pedro Matos (Hospital Curry Cabral) pelas preparações para microscopia 
eletrónica de transmissão e pela boa-disposição a explicar o procedimento. 
 
À Mestre Andreia Timóteo pela amizade e disponibilidade do seu trabalho na pesquisa dos 
genes da integrase, da primase e do fim de fago, que foram a base da minha pesquisa do gene da 
holina. 
 
Aos meus colegas de Mestrado, particularmente ao Luís Flores pelo apoio, paciência e 
principalmente por todos os momentos bem-dispostos durante estes anos na Faculdade. 
 
Ao Agrupamento 1134-Sintra do CNE pela compreensão e apoio nos últimos meses em que 
estive mais ausente. 
À minha família pelo apoio incondicional, ao meu Avô Rui pela ajuda na concretização do 
meu desejo de ser Engenheira Biomédica, à minha Mãe e ao Paulo pela ajuda e paciência preciosa. 
Ao António, Francisco e Sofia pelo carinho que me deu forças para continuar. 
 
À Maria Matos, Maria Wemans e Tomás Correia pela paciência em me ouvir, companhia na 
biblioteca e principalmente pela grande amizade e apoio incondicional. 
 
Ao Rodrigo Silva pelo amor e apoio com que pude sempre contar para me animar nos dias 
mais difíceis desta etapa a terminar. 
 
Este trabalho foi financiado pelo projeto FCT PTDC/EBB-EBI/119860/2010. 
 
Resumo 
i 
Resumo 
Devido ao aumento à resistência aos antibióticos de Helicobacter pylori é necessário 
desenvolver estratégias de erradicação alternativas, como por exemplo a terapia fágica, onde é 
possível utilizar proteínas líticas fágicas. Alguns dos genomas dos profagos de H. pylori 
identificados integram genes líticos, como a lisina, ou a holina. Foi pesquisado em 176 estirpes 
de H. pylori, a presença do gene da holina, habitualmente com localização próxima do gene da 
lisina. Esta estratégia revelou a presença do gene da holina em 32,4 % das estirpes analisadas. 
Destas, 87,7 % são também positivas para a presença do gene da integrase, cuja associação 
estatística foi verificada. Estes dados sugerem a presença de genes fágico líticos. 
A bactéria H. pylori é Gram-negativa e como tal a camada com o peptidoglicano está coberta 
com uma membrana externa impedindo o acesso da lisina ao peptidoglicano. Com o objetivo de 
ultrapassar esta barreira foram desenvolvidas formulações lipossomais com diferentes 
composições de forma a procurar uma que seja mais adequada à fusão com a membrana externa 
de H. pylori com consequente libertação do seu conteúdo (fármaco ou lisina) no espaço 
periplásmico. Para verificar a ação dos lipossomas foi realizado um ensaio de entrega de 
vancomicina e lisozima na forma livre e encapsulada em duas formulações lipossomais de forma 
a determinar a MIC para cada um dos compostos. Os resultados da determinação da MIC e a 
observação de imagens TEM sugerem que os lipossomas podem ser adequados para a entrega de 
fármacos ao espaço periplásmico de H. pylori. 
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Abstract 
Due to the increased antibiotic resistance of Helicobacter pylori, it is necessary to develop 
alternative strategies for its eradication, for example, the phage therapy, where it is possible to 
use phage lytic proteins. Some of the H. pylori prophage genomes integrate lytic genes, such as 
lysin or holin. 176 H. pylori strains were analysed to determine the presence of the gene coding 
for holin, which is usually located close to the lysin gene. This strategy has revealed the presence 
of holin in 32.4 % of the analysed strains, and from these, 87.7 % were also positive for the 
presence of integrase, the statistical association of this variables was verified. These results 
suggest the presence of phage lytic genes.  
The bacterium H. pylori is Gram-negative and therefore the peptidoglycan is covered with 
an outer membrane, preventing lysin to act on peptidoglycan. To overcome this barrier, liposomal 
formulation with different compositions were developed to find one that is more efficient in fusing 
with the outer membrane of H. pylori and release their contents (drugs or lysin) into the 
periplasmic space. A microbiology assay to determine the MIC of vancomycin and lysozyme in 
free form and encapsulated in two liposomal formulations was made. The results from the MIC 
determination and observation of the TEM images suggest that liposomes may be suitable for 
drug delivery to the periplasmic space of H. pylori. 
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1. Introdução 
Diversas patologias do foro gástrico, nomeadamente gastrite, úlceras gástricas e duodenais, 
adenocarcinoma gástrico e linfoma de MALT, estão associadas à colonização da mucosa do 
estômago humano pela bactéria Gram-negativa Helicobacter pylori [1]. 
A primeira linha de tratamento para a erradicação de H. pylori é uma terapia tripla constituída 
por um inibidor de bombas de protão conjuntamente com dois antibióticos, frequentemente a 
claritromicina com amoxicilina ou metronidazol [2]. 
Nos últimos anos a resistência desta bactéria aos antibióticos tem vindo a aumentar criando 
assim a necessidade de terapias alternativas [3]. Uma destas terapias designa-se por terapia fágica, 
consistindo na utilização das propriedades líticas de bacteriófagos, também denominados de 
fagos, para a erradicação de bactérias resistentes a antibióticos. 
Em H. pylori não foi até ao momento identificado nenhum fago lítico, precisamente o ciclo 
de vida fágico ideal para a terapia fágica usando o fago inteiro. No entanto, existem estudos que 
indicam a presença de profagos em H. pylori, podendo estes através de um estímulo externo 
induzir a produção de partículas fágicas [4]. Os genomas dos profagos identificados integram 
genes codificantes da lisina, uma enzima que hidrolisa peptidoglicano, pelo que é possível utilizar 
esta proteína como uma enzima recombinante. A sua administração de forma exógena a bactérias 
Gram-positivas provoca a lise celular por disrupção da parede celular [5]. No entanto, a bactéria 
H. pylori é Gram-negativa e como tal a camada de peptidoglicano está coberta por uma membrana 
externa, impedindo a lisina de atuar. Deste modo é necessário encontrar uma outra forma de 
entregar a enzima ao espaço periplásmico de H. pylori onde esta possa atuar diretamente na 
camada de peptidoglicano. 
Os lipossomas, vesículas constituídas por uma ou mais bicamadas concêntricas de 
fosfolípidos que envolvem compartimentos aquosos, são capazes de veicular e entregar 
eficientemente substâncias hidrofílicas, hidrofóbicas e anfipáticas, sendo por isso um sistema de 
transporte utilizado para diversas aplicações [6]. Existem estudos de formulações para entrega de 
antibióticos ou proteínas a bactérias Gram-negativas [7, 8], e também de forma mais específica 
em H. pylori estão descritos alguns estudos com diferentes formulações e métodos de preparação 
[9, 10, 11, 12]. 
1.1. Identificação de Helicobacter pylori 
Robin Warren observou bactérias não identificadas presentes em biopsias gástricas em 1979, 
mas foi apenas em 1982, juntamente com Barry Marshall, que conseguiram isolar pela primeira 
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vez a bactéria a que foi dada o nome de Campylobacter pyloridis (atualmente Helicobacter 
pylori). A bactéria apresentava bastantes semelhanças com o género Campylobacter, pelo que foi 
utilizado o protocolo de isolamento destas bactérias, inoculação em meio seletivo e incubação por 
48h em condições de microaerófilia, no entanto não conseguiram cultivar em laboratório a 
bactéria até que, de forma acidental num fim-de-semana prolongado de Páscoa, a cultura foi 
deixada a incubar por 5 dias em vez das 48h, tendo sido possível observar colónias isoladas da 
bactéria [1, 13]. Em 1989, Goodwin classificou esta bactéria como pertencente ao novo género 
Helicobacter, ficando assim com a classificação de H. pylori [14]. 
1.1.1. Caracterização da bactéria 
H. pylori é uma bactéria Gram-negativa de forma helicoidal que infecta de forma crónica a 
mucosa gástrica. Esta bactéria tem cerca de 2 a 4 µm de comprimento e 0,5 a 1 µm de largura 
apresentando mobilidade através de 2 a 6 flagelos unipolares revestidos. H. pylori cresce num 
ambiente microaerofílico, em que as condições ótimas são de 2 a 5% de O2 e 5 a 10% de CO2 [1, 
15].  
A bactéria H. pylori pode também apresentar uma forma cocóide, ver Figura 1, após uma 
cultura in vitro prolongada ou tratamento por antibióticos. Ainda não foi possível crescer uma 
cultura desta forma da bactéria in vitro, tendo sido verificada apenas após cultura de H. pylori na 
sua forma helicoidal e induzida a forma cocóide. Alguns investigadores pensam tratar-se de 
células mortas [15] e outros acreditam que representam células viáveis em adaptação ao ambiente 
[16]. 
O tamanho do genoma de H. pylori varia entre 1,6 a 1,73 Mb, com uma composição média 
de GC de 35,2 mol%, exibindo uma diversidade significativa das sequências de vários genes [1]. 
Esta característica é um potencial problema ao desenvolvimento de vacinas contra H. pylori e 
ocorre devido à facilidade que a bactéria tem na recombinação de DNA de outras estirpes de H. 
pylori que colonizam ao mesmo tempo o estômago do mesmo hospedeiro [1, 17, 18, 19].  
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Figura 1- Forma helicoidal (a) e cocóide induzida (b) da mesma estirpe de H. pylori. Adaptado de [20]. 
1.1.2. Parede celular de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas 
Quer as bactérias Gram-positivas como as Gram-negativas possuem uma membrana 
plasmática rodeada de uma parede celular, sendo que esta varia conforme um ou outro tipo de 
bactéria. A parede celular Gram-positiva é composta principalmente por uma camada espessa de 
peptidoglicano com moléculas de ácido teicóico e lipoteicóico inseridas, estrutura esquematizada 
na Figura 2. 
 
Figura 2- Esquema da estrutura da parede celular de uma bactéria Gram-positiva. Adaptado de [21]. 
O peptidoglicano é um polímero composto por cadeias lineares de N-acetilglucosamina e 
ácido N-acetilmurâmico ligados através de uma ligação β-1,4,-glicosidica, que por sua vez estão 
estas ligadas entre si através de cadeias peptídicas com diferentes aminoácidos e como 
representado na Figura 3 [21]. 
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Figura 3- Esquema da estrutura do peptidoglicano. Adaptado de [21]. 
A parede celular das bactérias Gram-negativas é composta por uma camada mais fina de 
peptidoglicano rodeada por uma membrana externa constituída por fosfolípidos e 
lipopolissacáridos (LPS), contendo diferentes proteínas de membrana e porinas, como 
representado na Figura 4. Os LPS são compostos por três regiões, o lípido A que é hidrofóbico e 
responsável pela ancoragem na membrana externa, a região polissacárida central que liga as 
outras duas regiões e por último a região polissacárida do antigénio-O, que sendo hidrofílica fica 
situada para o exterior da bactéria e contém motivos antigénicos de Lewis cuja expressão poderá 
ajudar na camuflagem da bactéria, contribuindo para a sua sobrevivência [1, 21, 22]. 
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Figura 4- Esquema da estrutura da parede celular de uma bactéria Gram-negativa. Adaptado de [21]. 
1.1.3. Patogénese da infeção por H. pylori 
A infeção por H. pylori é principalmente adquirida enquanto criança, geralmente antes dos 
10 anos de idade, e sem tratamento persiste pelo resto da vida, tendo uma prevalência de 70 a 
90% nos países em desenvolvimento, e de 25 a 50% nos países desenvolvidos [1, 19]. Esta infeção 
não constitui uma doença por si só, mas provoca gastrite em todos os casos infetados e aumenta 
o risco de o indivíduo infetado vir a desenvolver diversas patologias, sendo a mais comum a úlcera 
péptica, mas estando também associada ao adenocarcinoma gástrico e ao linfoma de MALT [1]. 
1.1.4. Tratamento da infeção 
Devido ao aumento da resistência da bactéria H. pylori à claritromicina, as indicações de 
tratamento variam conforme as regiões sejam de baixa (<20%) ou alta (>20%) resistência a este 
antibiótico, de acordo com o relatório do IV Consenso de Maastricht do European Helicobacter 
Study Group (EHSG) [2]. 
Para regiões com baixa resistência à claritromicina, o tratamento de primeira linha é a 
administração de uma terapia tripla constituída por um inibidor de bomba de protões e dois 
antibióticos, a claritromicina e a amoxicilina ou metronidazol. Quando o primeiro tratamento 
falha é recomendado administrar a terapia quádrupla com bismuto [2]. 
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Nos casos situados em regiões com alta resistência o tratamento de primeira linha 
recomendado é a terapia quádrupla com bismuto e caso seja necessário recorrer a uma segunda 
linha de tratamento deverá utilizar-se a combinação tripla da bomba inibidora de protões com 
levofloxacina e amoxicilina [2]. 
Caso os dois tratamentos iniciais falhem, em qualquer uma das regiões, a terceira linha de 
tratamento deverá ser baseada em testes de suscetibilidade a antibióticos em cada caso [2]. 
1.1.5. Resistência aos antibióticos 
A resistência aos antibióticos têm vindo a aumentar, principalmente nos países 
desenvolvidos, onde existe uma maior frequência de prescrição e acesso a antibióticos [3]. De 
uma forma geral, a resistência aos antibióticos representa um elevado custo económico para o 
paciente, família e hospital uma vez que são necessários novos exames, uma nova terapia 
usualmente mais cara e com maior hipótese de efeitos secundários, a qualidade de vida diminui, 
a estadia no hospital e/ou de baixa do trabalho é prolongada [23]. 
A amoxicilina atua interferindo com a síntese do peptidoglicano, através do bloqueio de 
transportadores designados por proteínas de ligação às penicilinas (penicillin-binding proteins - 
PBP). Mutações no gene pbp-1a reduzem a susceptilidade da estirpe à ação da amoxicilina [24]. 
A resistência à claritromicina está associada à mutação no gene 23S rRNA, mais 
especificamente na substituição de uma de duas adeninas adjacentes por uma guanina (A2142G, 
A2143G) ou por uma citosina (A2142C). Esta mutação leva a uma alteração na estrutura espacial 
do ribossoma prevenindo a ligação do antibiótico o que impede a interrupção da síntese proteica 
[24]. 
Para conseguir atuar, o metronidazol precisa ser reduzido, sendo que a principal enzima desse 
processo é a nitroreductase insensível a oxigénio. Ao existir uma mutação no gene que codifica 
esta enzima a redução do metronidazol é impedida e portanto a sua função é inibida e a bactéria 
é resistente a este antibiótico [3, 24]. 
A tetraciclina é utilizada normalmente numa segunda linha de tratamentos, após a primeira 
falhar, pelo que a resistência a este antibiótico é relativamente baixa apesar de estar a aumentar. 
Este antibiótico interfere com a síntese proteica ao ligar-se à subunidade ribossomal 30S. A 
resistência à tetraciclina é adquirida com uma mutação no gene 16S rRNA, que quando envolve 
a substituição do tripleto (AGA 926-928 TTC) a resistência é elevada, podendo também ocorrer 
apenas num ou dois nucleótidos em que a resistência é inferior [3, 24]. 
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A levofloxacina, pertencente ao grupo das fluoroquinolonas, inibe a subunidade A da DNA 
girase e a resistência a este antibiótico é principalmente devida à mutação que altera os 
aminoácidos nas posições 87 e 91 [25]. 
Na Tabela 1 está resumida a taxa de resistência aos antibióticos referidos anteriormente nos 
diferentes continentes e a nível mundial. 
Tabela 1- Taxas de resistência aos antibióticos utilizados em terapia para erradicação de H. pylori nas diferentes 
regiões continentais. Estudos realizados entre Janeiro de 2006 e Dezembro de 2009. Adaptado de [26]. 
O aumento da resistência aos antibióticos provocou a necessidade de desenvolver novas 
terapias sem o uso de antibióticos para ser possível erradicar a bactéria com sucesso. Terapias 
como a utilização de probióticos [27], a fitoterapia [28], vacinas [29] e a terapia fágica [30] têm 
sido estudadas para o combate à infeção por H. pylori [3].  
1.2. Terapia fágica 
A terapia fágica caracteriza-se pelo uso de bacteriófagos ou fagos que são vírus bacterianos. 
Sendo os organismos mais abundantes na terra [31], os fagos foram descobertos de forma 
independente por Twort em 1915 e por d’Hérelle em 1917 [32]. Foi em 1919 que d’Hérelle 
começou a explorar o potencial terapêutico dos fagos, no entanto com o aparecimento dos 
antibióticos em 1940, a Europa Ocidental abandonou o desenvolvimento da terapia fágica no 
tratamento de infeções bacterianas, mantendo-se em desenvolvimento apenas na Europa do Leste 
e Ex-União Soviética, onde atualmente ainda é utilizada em humanos como tratamento de 
Antibiótico América África Ásia Europa 
Resistência 
mundial 
Amoxicilina 
8/352 
(2,2%) 
113/172 
(65,6%) 
60/517 
(11,6%) 
3/599 
(0,5%) 
184/1640 
(11,2%) 
Claritromicina 
118/402 
(29,3%) 
NA 
1544/8139 
(18,9%) 
352/3156 
(11,1%) 
2014/11679 
(17,2%) 
Metronidazol 
177/401 
(44,1%) 
159/172 
(92,4%) 
192/517 
(37,1%) 
420/2459 
(17,0%) 
948/3549 
(26,7%) 
Tetraciclina 
11/393 
(2,7%) 
58/132 
(43,9%) 
11/456 
(2,4%) 
14/599 
(2,1%) 
94/1580 
(5,9%) 
Levofloxacina NA 
0/40 
(0,0%) 
106/908 
(11,6%) 
148/614 
(24,1%) 
254/1562 
(16,2%) 
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infeções resistentes a antibióticos [33] no “Phage Therapy Center” sediado na Geórgia [34] e no 
“Institute of Immunology and Experimental Therapy” localizado na Polónia [35]. 
Os fagos podem ter dois ciclos de vida distintos, lítico ou lisogénico cujas diferenças podem 
ser observadas na Figura 5. Os fagos líticos, também denominados de virulentos, provocam a lise 
celular após replicação do DNA viral e sua expressão, dando origem a novas partículas fágicas e 
a proteínas líticas de forma a ser possível libertar a progenia para o meio extracelular [32, 33]. Os 
fagos lisogénicos têm a capacidade de integrar o seu genoma viral no genoma bacteriano a que se 
dá o nome de profago, este irá ser transmitido às células filhas uma vez que é replicado juntamente 
com o restante genoma bacteriano aquando a divisão celular. Os profagos podem no entanto ser 
ativados a entrar no ciclo lítico através de um estímulo, como a exposição a radiação UV ou a 
outras fontes de deterioração do DNA [32, 33, 36]. 
 
Figura 5- Ilustração esquemática da lise celular e dos dois ciclos de vida, lítico (números 1 a 7) e lisogénico 
(números 1, 8 e 9). (1) Adsorção e injeção do DNA; (2) replicação do DNA; (3) síntese da cabeça e cauda dos 
viriões; (4) síntese das proteínas holina e lisina; (5) encapsulamento do DNA; (6) montagem da partícula 
fágica; (7) lise celular e libertação dos novos fagos; (8) circularização do DNA fágico; (9) integração do DNA 
fágico no genoma do hospedeiro. Adaptado de [37]. 
Recentemente com o aumento da resistência aos antibióticos com uma prevalência mundial 
de cerca de 20%, novas terapêuticas têm sido estudadas de forma a ser possível erradicar as 
infeções resistentes e a terapia fágica despertou um novo interesse na comunidade científica 
ocidental [37], estando descritas as vantagens da terapia fágica em comparação com a utilização 
de antibióticos na Tabela 2. 
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Tabela 2- Vantagens dos bacteriófagos sobre os antibióticos. Adaptado de [34] 
1.2.1. Terapia fágica com fagos completos 
Para a terapia fágica com fagos completos é necessário que estes tenham um ciclo lítico de 
forma que após inserção do material genético do fago na célula e posterior formação de viriões, 
as partículas sejam libertadas para o meio extracelular provocando a lise celular de forma a infetar 
novas bactérias. Os fagos filamentosos conseguem libertar-se da parede celular sem provocar a 
morte celular, enquanto os fagos não filamentosos com as enzimas codificadas em ssRNA ou 
ssDNA utilizam lisinas para inibir a síntese de peptidoglicano ou, no caso de as enzimas serem 
codificadas por dsDNA, para hidrolisar a camada de peptidoglicano. Neste último caso, as lisinas 
acumulam-se no interior da célula e como normalmente não possuem uma sequência sinal são 
dependentes de uma segunda proteína, a holina, para passar pela membrana celular, através da 
formação de poros, e chegar ao seu alvo, o peptidoglicano, levando à lise celular como mostra a 
Figura 5 [5, 38, 39]. 
Este tipo de terapia tem a vantagem do fator amplificativo em que um fago ao infetar uma 
bactéria consegue produzir entre dez a cem novos fagos que por sua vez irão infetar outras 
bactérias até que estas sejam erradicadas e os fagos não se consigam replicar [40]. 
Bacteriófagos Antibióticos 
Muito específicos; menor risco de 
desenvolver infeção secundária. 
Alvo dos antibióticos são as bactérias alvo e o 
microbiota normal; risco de infeções 
secundárias. 
Replicação no local de infeção, onde são 
mais necessários. 
Metabolizados e eliminados do corpo podendo 
não estar à concentração terapêutica no local 
de infeção. 
Não existem efeitos secundários graves 
descritos 
Múltiplos efeitos secundários, incluindo 
desordens intestinais, alergias e infeções 
secundárias. 
Bactérias resistentes a fagos permanecem 
sensíveis a outros fagos 
A resistência a antibióticos não se limita à 
bactéria alvo. 
Seleção de novos fagos é um processo 
relativamente rápido (dias ou semanas). 
Desenvolvimento de novos antibióticos é um 
processo lento (pode levar anos). 
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A título de exemplo, note-se que existe um ensaio clínico de fase II que reporta a utilização 
de um cocktail de seis fagos, que infetam Pseudomonas aeruginosa, em pacientes com otite 
crónica devido a P. aeruginosa resistente a antibióticos. Este estudo conferiu a eficácia e 
segurança deste tipo de terapia aplicada em humanos [41]. Outro exemplo de ensaio clínico a 
decorrer, com previsão de estar completo em 2014, envolve a administração de fagos T4 a 
crianças com diarreia devido à infeção por Escherichia coli enterotoxigénica e/ou 
enteropatogénica (o número de identificação do ClinicalTrials.gov é NCT00937274) [42]. 
1.2.2. Terapia fágica com componentes de fagos 
A terapia fágica pode ser realizada com o fago completo ou apenas com componentes 
produzidos pelos fagos, como os agentes líticos dos fagos de genomas pequenos Qβ e φX174 que 
bloqueiam as enzimas envolvidas nos primeiros passos de síntese da parede celular ou a lisina, 
uma proteína lítica que hidrolisa peptidoglicano [43]. O objetivo final de ambos os tipos de terapia 
fágica é o mesmo, a lise celular, no entanto a forma de atuação varia, como representado na Figura 
6 [40]. 
É possível utilizar as lisinas como enzimas recombinantes para causar a lise celular através 
de uma aplicação exógena em bactérias Gram-positivas uma vez que não existe qualquer barreira 
que impeça as lisinas de atuarem no peptidoglicano [5, 40]. No entanto, o mesmo não se verifica 
nas bactérias Gram-negativas, como é o caso da bactéria H. pylori, uma vez que o peptidoglicano 
se encontra entre duas bicamadas lipídicas, a lisina não consegue atuar quando aplicada 
exogenamente [44]. 
Apesar de não ser possível aplicar de modo eficaz as lisinas de forma exógena a bactérias 
Gram-negativas, existe um estudo recente em que é desenhada uma lisina híbrida, cujo alvo são 
bactérias Gram-negativas, baseada na pesticina, uma toxina que se liga a um transportador da 
membrana externa da bactéria Gram-negativa Yersinia pestis, a proteína FyuA. Esta lisina híbrida 
é composta pela fusão da lisozima do fago T4 com o domínio da pesticina que se liga à proteína 
FyuA e tem o potencial de atravessar a membrana externa de bactérias Gram-negativas e 
hidrolisar o peptidoglicano provocando a lise celular [44]. 
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Figura 6- Esquema ilustrativo da ação do fago completo e da lisina com uma fotografia TEM de cada um dos 
casos de lise. Adaptado de [40]. 
1.2.3. Fagos em H. pylori 
As primeiras observações intracelulares de organismos semelhantes a fagos em H. pylori foram 
descritas por Marshall em 1987 e Goodwin em 1989 [45]. Em 1990 Schmid verificou a presença de 
fagos em H. pylori na estirpe SchReck isolada de uma biopsia de um paciente com uma úlcera 
gástrica. Após sucessivas subculturas semanais por um período de 3 meses, revelaram a produção 
espontânea in vitro de bacteriófagos com cabeças hexagonais de dimensões de aproximadamente 
70±5 x 60±4 nm e caudas com pelo menos 120 nm de comprimento [46]. Esta estirpe de 
bacteriófago, isolada a partir da estirpe SchReck 290 foi caracterizada e dada a designação de HP1 
[45]. 
Em 2011 foi descrita a presença de um profago de 24,6 kb inserido no genoma da estirpe 
B45 (número de acesso do GenBank JF734911) de H. pylori isolada de um paciente com linfoma 
MALT. Após exposição desta bactéria a radiação UV foi possível observar partículas semelhantes 
a fagos por microscopia eletrónica de transmissão (TEM) indicando que é possível induzir a 
produção de fagos [4]. Vale, et al. já o tinham demonstrado anteriormente ao induzir placas 
fágicas em H. pylori através também da exposição de diversas estirpes da bactéria à radiação UV, 
sendo que apenas algumas das estirpes apresentaram fagos temperados [47]. 
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Em 2012 Uchiyama, et al. publicam a sequência de dois fagos de H. pylori isolados de 
pacientes Japoneses denominados KHP30 e KPH40 com genomas de 26.215 bp e 26.449 bp, 
respetivamente. Os números de acesso do GenBank são AB647160 para o fago KHP30 e 
AB731695 para o KHP40 [48]. Também em 2012 Luo, et al. sequenciaram um novo fago 
temperado designado por 1961P e que possui uma cabeça icosaédrica e uma cauda curta, tendo 
um genoma de dsDNA com 26.836 bp e 33 fases de leitura aberta (ORF, do inglês open reading 
frames). O número de acesso do GenBank é o JQ617284 [30]. 
Foi verificado que o profago 1961P tem semelhanças com os profagos das estirpes B45, 
Cuz20 (número de acesso CP002076) e India7 (número de acesso CP002331). As três estirpes de 
H. pylori referidas, a francesa B38 [49] a japonesa F16 [50] e a da Gambia 94/24 (número de 
acesso do GenBank FM991728, AP011940 e CP002332, respetivamente) possuem profagos 
remanescentes com sequências de aminoácidos semelhantes ao 1961P. Também foi encontrado 
um profago semelhante ao 1961P na estirpe de Helicobacter acinonychis designado por Sheeba 
(número de acesso AM260522) [30, 51]. A semelhança destes profagos pode ser verificada no 
mapa dos seus genomas representado na Figura 7. 
 
Figura 7- Organização do genoma dos fagos e remanescentes de fagos semelhantes ao profago 1961P e 
alinhadas pelo genoma deste. Adaptado de [30]. 
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1.2.4. Como aplicar a terapia fágica em H. pylori 
Os fagos descritos de H. pylori são fagos temperados, o que torna inviável a sua utilização 
em terapia fágica uma vez que se integram no genoma da bactéria em vez de provocar a lise 
celular imediata. Para além de que podem conferir resistências e alterar a patogenicidade da 
bactéria. Desta forma para aplicar a terapia fágica em H. pylori é necessário optar pela utilização 
de componentes líticos dos fagos como é o caso da lisina que está codificada no genoma dos 
profagos encontrados nesta bactéria. No entanto, como referido anteriormente, não é possível 
aplicar a lisina de forma eficaz a bactérias Gram-negativas uma vez que não consegue atravessar 
a membrana externa para atuar no peptidoglicano que se situa no espaço periplásmico. Assim é 
necessário desenvolver uma forma alternativa para a entrega desta proteína no local onde deve 
exercer a sua ação lítica. Neste sentido pode ser explorada a possibilidade de utilizar lipossomas, 
como transportadores de fármacos, que ao ocorrer a fusão com a parede celular libertam o seu 
conteúdo, neste caso a lisina, entre a membrana externa e a membrana plasmática, ficando assim 
a proteína em contacto direto com o peptidoglicano no espaço periplásmico. 
1.3. Lipossomas: Um sistema para a entrega da lisina 
Em 1965 Alec Bangham publicou um artigo descrevendo a formação espontânea de 
vesículas fechadas aquando da hidratação de um filme lípido constituído por fosfolípidos 
extraídos da gema do ovo, chamando inicialmente a estas vesículas de corpos lipídicos [52]. Mais 
tarde Sessa e Weissman propuseram o nome de lipossoma, vindo do grego soma para corpo e lipo 
para lipídico [53]. 
De acordo com esta definição os lipossomas são vesículas esféricas constituídas por uma ou 
mais bicamadas concêntricas de fosfolípidos separadas por compartimentos aquosos (Figura 8). 
Esta estrutura resulta da natureza anfipática das moléculas de fosfolípido que se caracteriza por 
possuir uma região polar (com carga ou não) capaz de interagir com a água e uma região apolar, 
constituída por uma ou duas cadeias carbonadas, que tende a proteger-se do contacto com a água. 
Estas características permitem a encapsulação de moléculas hidrofílicas no espaço interno do 
lipossoma ou a incorporação de moléculas hidrófobas nas bicamadas de fosfolípidos [6]. 
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Figura 8- Esquema de um lipossoma multilamelar com a identificação do local onde se inserem as substâncias 
hidrofílicas e hidrófobas. Adaptado de [54]. 
Para além dos fosfolípidos de origem natural ou sintética (ver Anexo A), os lipossomas 
podem incluir outras moléculas lipídicas. Por exemplo a inclusão de colesterol influência a 
estabilidade do lipossoma uma vez que diminui a fluidez da bicamada a temperaturas superiores 
à de transição de fase do fosfolípido reduzindo também a saída por difusão de moléculas hidrófilas 
[55]. Existe um estudo que indica uma afinidade específica da bactéria H. pylori com colesterol. 
Nesse estudo os autores testaram diversos esteroides, incluindo o colesterol, em sete estirpes de 
H. pylori tal como em Staphylococcus epidermidis e E. coli, tendo sido observado uma 
incorporação de colesterol mais elevada em H. pylori, sem a incorporação de outros esteroides 
[56]. Assim é possível que a inclusão de colesterol nas formulações lipossomais promova a sua 
incorporação por H. pylori [9]. 
As aplicações dos lipossomas passam pela sua utilização, em imagiologia, cosmética, ou 
como vacinas sendo, no entanto, utilizados principalmente como vetor não-viral no transporte e 
entrega de fármacos [57]. As principais vantagens da utilização dos lipossomas são a sua 
biocompatibilidade e biodegradabilidade, especialmente se formados com lípidos naturais e a sua 
versatilidade em integrar uma tão grande variedade de compostos, com características físico 
químicas muito diferentes conferindo-lhe proteção dos processos de degradação do organismo. A 
possibilidade de manipulação das características estruturais permite direcionar o lipossoma para 
um alvo específico onde este promove a libertação controlada e localizada do fármaco, tornando 
possível administrar doses superiores de medicamento e evitando efeitos secundários adversos [6, 
58]. 
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1.3.1. Propriedades físico-químicas dos lipossomas 
As propriedades físico-químicas, como o tamanho, carga superficial e fluidez da bicamada, 
dos lipossomas dependem muito da combinação dos componentes lipídicos que constituem a 
bicamada. Assim a escolha da composição lipídica vai influenciar o comportamento in vitro e in 
vivo das formulações finais.  
Estas propriedades influenciam também a eficácia de incorporação de fármacos e a sua 
estabilidade, sendo necessário otimizar cada parâmetro de forma a obter um lipossoma mais 
eficiente e que cumpra o objetivo pretendido. 
Tamanho 
Tipicamente, o diâmetro médio dos lipossomas varia entre 0,05 – 5,0 µm. Este é um 
parâmetro importante uma vez que pode ser determinante no tempo de circulação do lipossoma 
na corrente sanguínea após administração i.v. e, juntamente com o número de bicamadas, 
influência a quantidade de fármaco encapsulado [55]. A composição química e método de 
preparação podem determinar o tamanho final dos lipossomas. A própria velocidade de libertação 
do fármaco transportado depende, para além do respetivo coeficiente de permeabilidade, do 
tamanho dos lipossomas. Assim, quanto maior for esse tamanho mais lenta será a libertação. 
No que diz respeito ao comportamento dos lipossomas in vivo quanto menor for o diâmetro 
médio do lipossoma, menor será a captura pelas células do sistema mononuclear fagocitário 
(SMF), pelo que pode permanecer em circulação por um maior período de tempo comparando 
com lipossomas de maior tamanho [6]. Além disso, quanto mais pequeno for o lipossoma, maior 
é a sua capacidade em atravessar barreiras fisiológicas [59] nomeadamente a parede dos capilares 
sanguíneos e extravasar para os tecidos. Em particular, para atravessar a mucosa gástrica o 
lipossoma deverá ter um tamanho inferior a 200 nm, uma vez que acima desse tamanho atravessar 
esta barreira biológica torna-se mais difícil [9]. 
Carga superficial 
A carga superficial dos lipossomas pode ser manipulada através da inclusão, na sua 
composição lipídica, de lípidos com carga negativa ou positiva e serve para evitar a agregação 
das vesículas durante a sua preparação. Em termos da interação lipossoma-célula verifica-se que 
lipossomas neutros não têm uma interação significativa com as células, libertando o conteúdo 
para o meio extracelular, por outro lado os lipossomas carregados negativamente são 
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frequentemente capturados pelas células por endocitose e os lipossomas carregados positivamente 
entregam o seu conteúdo fundindo-se com a membrana celular [55]. A carga superficial é medida 
através da leitura do potencial zeta e resulta da diferença entre o potencial elétrico da superfície 
membranar e do meio de dispersão iónico. 
Uma vez que a bactéria H. pylori é carregada negativamente, formulações lipossomais 
negativas poderão levar à repulsão eletrostática entre a bactéria e o lipossoma e portanto uma 
menor internalização do lipossoma na bactéria [9]. 
Fluidez da Bicamada 
Cada fosfolípido tem uma temperatura de transição de fase (Tc) específica, a temperaturas 
abaixo da Tc as cadeias acílicas dos fosfolípidos apresentam uma grande organização molecular 
resultando na formação de bicamadas lipídicas firmemente empacotadas, sendo a liberdade de 
movimentos muito restrita, este estado é designado de gel-sólido. Por outro lado a temperaturas 
acima da Tc, a mobilidade das cadeias acíclicas aumenta consideravelmente, nestas condições a 
bicamada passa a estar numa fase cristal-líquido em que a área ocupada por cada fosfolípido é 
superior e a bicamada apresenta uma maior fluidez [52]. Na Figura 9 está representada a passagem 
de uma fase à outra. 
 
Figura 9- Esquema ilustrativo da organização estrutural apresentada pelas cadeias acílicas dos fosfolípidos 
durante a transição da fase gel-sólido para a cristal-líquido. Adaptado de [6] 
A permeabilidade da membrana vai depender também da temperatura de transição de fase 
uma vez que quanto maior a fluidez da membrana também maior será a sua permeabilidade [6]. 
1.3.2. Estabilidade dos lipossomas 
Na indústria farmacêutica a estabilidade dos princípios ativos e das suas formulações é um 
fator crítico uma vez que é necessário armazenar o medicamento por um período de tempo sem 
que este sofra modificações que comprometam a sua viabilidade. A conservação das formulações 
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lipossomais em soluções aquosas nem sempre é a opção mais viável uma vez que podem existir 
alterações a nível químico ou físico [60, 61].  
A estabilidade física pode ser comprometida uma vez que os lipossomas podem fundir-se, 
criando vesículas de maiores dimensões podendo perder algum do seu conteúdo no processo além 
de que o fármaco incorporado nos lipossomas pode também ir sendo libertado por difusão passiva. 
A congelação ou liofilização permitem manter a estabilidade lipossomal por um período de tempo 
maior. No entanto estes processos (após descongelamento ou reidratação) podem provocar uma 
alteração nas características dos lipossomas, nomeadamente no que se refere ao seu tamanho e 
quantidade de fármaco libertada após reidratação. Esta situação pode ser contornada ao introduzir 
agentes de criopreservação como a sacarose, lactose ou trealose [60]. 
De uma perspetiva química, os lipossomas podem sofrer reações de oxidação, que podem 
ser evitadas utilizando lípidos de elevada pureza ou inserindo agentes antioxidantes, como α-
tocoferol (vitamina E) ou butil-hidroxitolueno. Podem também ocorrer reações de hidrólise que 
são minimizadas conservando as formulações a 4 °C mantendo um pH neutro [61]. 
1.3.3. Classificação dos lipossomas 
Os lipossomas podem ser classificados de acordo com vários critérios: tamanho e número de 
camadas; método de preparação e constituição da bicamada e comportamento in vivo. 
Tamanho e número de camadas 
Em relação à classificação segundo o tamanho e número de camadas temos que os 
lipossomas com múltiplas bicamadas concêntricas são classificados de vesículas multilamelares 
(MLV, MultiLamellar Vesicles), por outro lado quando são formados por apenas uma bicamada 
são denominados de vesículas unilamelares pequenas (SUV, Small Unilamellar Vesicles) se o 
diâmetro estiver compreendido entre 20 a 100 nm, ou vesículas unilamelares grandes (LUV, 
Large Unilamellar Vesicles) caso o diâmetro médio for superior a 100 nm, como representado na 
Figura 10 [61]. 
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Figura 10- Esquema ilustrativo das diferentes classificações de lipossomas consoante o tamanho e número de 
bicamadas. Adaptado de [62] 
Os MLV podem ser preparados de uma forma simples pela solubilização simultânea dos 
constituintes lipídicos e do fármaco (caso seja hidrófobo), num solvente orgânico. A evaporação 
do solvente num evaporador rotativo conduz à formação de um filme lipídico uniformemente 
distribuído pelas paredes do balão. A hidratação desse filme com uma solução aquosa (contendo 
o fármaco caso seja hidrofílico) leva à formação de MLV. A obtenção de LUV e SUV é feita a 
partir de uma suspensão de MLV seguida por diferentes métodos de dimensionamento, 
esquematizados na Figura 11 [61, 62]. 
Para obter SUV é utilizado o método de sonicação, em que a suspensão de MLV é exposta a 
ultrassons resultando em vesículas unilamelares com uma reduzida dimensão [55]. 
 
Figura 11- Esquema ilustrativo de como é realizada a preparação de MLV, LUV e SUV. Adaptado de [62] 
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Método de preparação 
A extrusão é outro método de dimensionamento que consiste na passagem forçada, pela 
aplicação de pressão, da suspensão lipídica por membranas de policarbonato com um diâmetro 
de poro definido, de preferência, a uma temperatura superior à de transição de fase do principal 
constituinte fosfolipídico. Este método permite obter em simultâneo uma redução e uma 
homogeneização do tamanho médio dos lipossomas aos quais se pode dar o nome de VET (do 
inglês Vesicles by Extrusion Techniques) e que podem ser ainda vesículas multilamelares, ou ao 
passar pela membrana com poros de 0,1 µm podem também obter-se vesículas unilamelares, as 
SUV [55, 61]. 
Existe também outro método desenvolvido por Kirby e Gregoriadis [63], que consiste na 
desidratação seguida de reidratação dos lipossomas, obtendo-se vesículas designadas por DRV 
(do inglês Dehydration-Rehydration Vesicles). Neste método é também preparado um filme 
lipídico e é realizada uma primeira hidratação como descrito anteriormente para a formação de 
MLV. De seguida esta suspensão de lipossomas é congelada e liofilizada, processo onde a água 
passa do estado sólido para o gasoso sem passar pelo estado líquido, sendo por fim reidratada de 
forma controlada. Durante o processo de liofilização as bicamadas lipídicas e o fármaco ficam 
muito mais próximos devido à perda da água. Após a 1ª reidratação (com apenas um décimo do 
volume inicial) a probabilidade do fármaco ficar incorporado nas vesiculas é maior, aumentando 
assim a eficácia de incorporação de fármacos. 
Uma outra técnica de preparação de lipossomas é designada por fase reversa e as vesículas 
obtidas são denominadas REV (do inglês Reverse-phase Evaporation Vesicles). Este 
procedimento consiste em preparar uma emulsão de água em óleo. A fase aquosa contém o 
fármaco a encapsular e na fase oleosa, constituída por um solvente orgânico, normalmente 
clorofórmio ou éter estão solubilizados os componentes lipídicos. Após se obter uma emulsão o 
solvente orgânico é removido por evaporação em condições de baixas pressões, transformando a 
emulsão numa dispersão aquosa de lipossomas com o fármaco encapsulado [64]. 
1.3.4. Constituição da bicamada e comportamento in vivo 
As propriedades da superfície dos lipossomas bem como o seu tamanho e rigidez da 
bicamada determinam se estes permanecem na circulação sanguínea por um curto espaço de 
tempo (alguns minutos) ou por muitas horas ou dias. Existem 4 grandes tipos de lipossomas 
dependendo da constituição da sua superfície, os lipossomas convencionais, os de longo tempo 
de circulação, os imunolipossomas e os catiónicos, representados na Figura 12 e descritos 
individualmente de seguida. 
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Figura 12- Diferentes tipos de lipossomas. Adaptado de [61]. 
Lipossomas convencionais 
Os lipossomas convencionais são compostos por fosfolípidos que podem ser neutros ou ter 
carga positiva ou negativa. Podem conter ou não colesterol ou outras moléculas anfipáticas, sendo 
possível manipular as suas propriedades através da escolha da composição lipídica e do tamanho. 
Este tipo de lipossomas, também designado de 1ª geração, é caracterizado por um curto tempo de 
circulação na corrente sanguínea uma vez que são rapidamente reconhecidos pelas células do 
SMF [65]. A principal via de entrada na célula destas vesiculas é por endocitose/fagocitose tendo 
uma tendência para se acumularem em células fagocíticas, principalmente no fígado e baço, 
quando administrados in vivo. Por esta razão os lipossomas convencionais são adequados para a 
entrega de agentes antimicrobiais a macrófagos infetados ou como vacina, apresentando 
antigénios aos macrófagos [61]. 
Lipossomas de longa circulação 
O desenvolvimento deste tipo de lipossomas, que se caracteriza por terem a superfície 
modificada e tempos de circulação sanguínea mais longos uma vez que não são 
reconhecidos/eliminados pelas células do SMF, foi um marco importante na utilização dos 
lipossomas como sistemas de transporte de fármacos [61]. 
Várias estratégias foram desenvolvidas para a obtenção deste tipo de lipossomas, a que 
obteve maior sucesso e a mais utilizada consiste no revestimento de lipossomas convencionais 
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com o polímero polietileno glicol (PEG) que cobre a superfície lipossomal com uma camada 
hidrófila prevenindo o seu reconhecimento pelas células do SMF. A estes lipossomas revestidos 
com PEG é dado o nome específico de lipossomas furtivos ou Stealth® [61, 65]. 
Estes lipossomas, quando preparados com um tamanho inferior a 0.15 µm, são capazes de 
atravessar a parede dos vasos sanguíneos nos pontos onde a permeabilidade capilar é mais 
elevada, como é o caso de locais próximos de tumores sólidos, tecidos com infeções ou 
inflamações, permitindo assim que os lipossomas entreguem os seus conteúdos ativos nos locais 
de ação [61]. 
Lipossomas catiónicos 
Os lipossomas catiónicos foram inicialmente desenvolvidos para o transporte e entrega de 
material genético como por exemplo macromoléculas de ácidos nucleicos (DNA, RNA, 
plasmídeos) carregadas negativamente para aplicação em terapia genética. Estas macromoléculas, 
quando administradas na forma livre, são rapidamente degradadas por mecanismos de defesa do 
organismo contra genes exteriores e portanto não são eficientemente internalizadas pelas células. 
Os lipossomas catiónicos que são constituídos por, pelo menos um lípido sintético com carga 
positiva, interagem com as moléculas de ácidos nucleicos através de forças electroestáticas [66], 
formando um complexo que confere proteção ao material genético promovendo a sua 
internalização na célula alvo de uma forma mais específica [61]. 
Imunolipossomas 
Os imunolipossomas são lipossomas cuja superfície exterior foi modificada pela introdução 
de anticorpos ou fragmentos de anticorpos. Este tipo de lipossomas foi desenvolvido para 
aumentar a especificidade entre o sistema de transporte e as células alvo, bem como aumentar a 
acumulação do composto ativo apenas nos tecidos onde a sua ação é desejável. Estes lipossomas 
podem ser preparados a partir de qualquer um dos outros tipos descritos desde que tenham à 
superfície ligandos capazes de reconhecer uma população celular especifica. O sucesso na 
utilização destes lipossomas depende entre outros fatores, da especificidade do ligando escolhido 
[61]. 
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1.3.5. Interação lipossoma-célula 
A endocitose é um mecanismo através do qual as células eucariotas captam macromoléculas 
e partículas de maiores dimensões, nas quais se incluem os lipossomas. Neste processo o material 
a ser ingerido é, progressivamente, envolvido pela membrana plasmática, que primeiro invagina 
e depois se fecha e se desprende formando uma vesícula intracelular que contém o material 
ingerido. Estas vesículas fundem com os lisossomas, onde o lipossoma é digerido por enzimas 
lisossómicas, e o seu conteúdo é libertado [52]. Este mecanismo deve ser explorado quando se 
pretende utilizar lipossomas na entrega de fármacos para o tratamento de infeções bacterianas 
intracelulares. No entanto existem infeções cujos agentes patogénicos normalmente não entram 
nas células do organismo hospedeiro, como é o caso da infeção por H. pylori, nesse caso a 
estratégia a adotar para promover a interação lipossoma-célula deverá ser outra.  
Nas bactérias a interação lipossoma-célula mais frequentemente descrita é a fusão dos 
lipossomas com a membrana da bactéria [7, 8, 9], podendo também ocorrer a adsorção dos 
lipossomas à superfície exterior da membrana bacteriana [67]. A adsorção ocorre devido a forças 
atrativas ou à ligação entre ligandos presentes na superfície do lipossoma e os recetores 
específicos à superfície da célula. Após a adsorção do lipossoma o fármaco é libertado para o 
meio extracelular e por sua vez pode entrar na célula por difusão passiva através de um gradiente 
de concentrações [52]. 
Durante o processo de fusão ocorre a mistura completa dos lípidos do lipossoma com os da 
membrana celular libertando o conteúdo no citoplasma, no caso de células eucariotas, e no espaço 
periplásmico no caso de bactérias Gram-negativas, representado na Figura 13 [8, 52]. A fusão não 
se dá espontaneamente, sendo necessária a presença de um lípido fusogénico, como por exemplo 
o fosfolípido 1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE), ou de proteínas de fusão. 
Para a entrega de lisinas à H. pylori, a fusão é o mecanismo de interação necessário, uma vez 
que, como já foi visto, a lisina vai atuar no espaço periplásmico sendo necessário entregar a 
enzima nesse local, sendo a fusão do lipossoma com a membrana externa da parede celular desta 
bactéria Gram-negativa o mecanismo mais direto. 
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Figura 13- Esquema do mecanismo de fusão do lipossoma com a membrana externa libertando o composto 
para o espaço periplásmico. Adaptado de [8]. 
1.3.6. Formulações de lipossomas utilizados em H. pylori 
Na literatura encontram-se descritos estudos sobre a utilização de diferentes formulações 
lipossomais para o tratamento de infeções causadas por H. pylori. Segundo um estudo realizado 
por Bardonnet, et al. a utilização de lipossomas glicosilados com o neoglicolípido colesteril 
tetraetilenoglicol fucose (Fuc-E4-Chol), contendo no seu interior dois antibióticos em separado, a 
ampicilina ou o metronidazol, conduziram a um elevado grau de fusão dos lipossomas com H. 
pylori em ensaios in vitro. No mesmo estudo verificou-se que esta fusão era específica para H. 
pylori uma vez que resultados obtidos em E. coli e S. epidermidis com as mesmas formulações 
não resultaram em fusão entre os lipossomas e estas bactérias [9]. Em estudos posteriores, o 
mesmo grupo de investigação efetuou ensaios para determinar o comportamento das mesmas 
formulações lipossomais sujeitas a condições muito ácidas, semelhantes às do trato 
gastrointestinal. Nestes estudos os lipossomas foram glicosilados com o neoglicolípido colesteril 
tetraetilenoglicol N-acetilglucosamina (GlcNAcE4Chol). Os resultados demostraram a grande 
estabilidade das formulações, que mesmo quando submetidas a condições muito ácidas (pH de 
1,2 em fluido gástrico simulado ou pH de 2 em tampão Hepes) mantiveram o seu pH interno entre 
3,6 e 4,4 (dependendo da composição lipídica). Estes resultados revelaram o efeito protetor dos 
lipossomas em relação aos fármacos que transportam. Um fator importante na indústria 
farmacêutica uma vez que vários compostos diminuem drasticamente o tempo de meia vida a pH 
muito baixo e os lipossomas podem protege-los em condições de acidez extrema [10]. 
Um outro estudo refere a utilização de uma nanocápsula, carregada positivamente que é 
revestida com uma camada do polímero do ácido poliacrílico (PAA do inglês poly(acrylic acid)), 
com carga negativa, e que por sua vez é também revestido com uma camada do polímero poli 
(cloridrato de alilamina) (PAH - do inglês poly(allylamine hydrochloride)) de carga positiva. Esta 
nanocápsula foi utilizada para encapsular amoxicilina e metronidazol. Os estudos in vitro revelam 
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que os lipossomas convencionais sofrem uma degradação elevada ao entrarem em contacto com 
o suco gástrico conduzindo a uma libertação do fármaco superior a 95% em apenas 6 horas. Por 
outro lado a introdução das camadas de polímeros aumentam a resistência das nanocápsulas e 
permitem uma libertação do fármaco de uma forma mais controlada e lenta, entre 52% a 55% de 
fármaco em 24 horas [11]. 
Numa tentativa de incluírem dois fármacos ativos contra H. pylori num único sistema de 
transporte, Singh e colaboradores utilizaram o conceito de lipossomas duplos. Neste sistema 
complexo o lipossoma interior tem carga positiva e encapsula o Citrato de Bismuto Ranitidina 
(RBC), e o lipossoma exterior com uma carga superficial neutra incorpora, na sua bicamada o 
antibiótico amoxicilina. A composição lipídica das formulações foi escolhida de acordo com a 
maior eficiência de encapsulação do RBC, no caso do lipossoma interior, e na forma esférica da 
bicamada, no caso do lipossoma exterior. Foi verificada in vitro uma maior percentagem de 
inibição do crescimento de H. pylori para esta formulação dupla (86,75%) em comparação com 
uma solução contendo RBC + amoxicilina (72,72%) e outra com apenas amoxicilina (27,27%). 
Estes resultados sugerem a existência de uma maior concentração de fármaco à superfície da 
bactéria. A inclusão de fosfatidiletanolamina (PE) na composição lipídica do lipossoma exterior 
pode explicar os resultados uma vez que existem recetores específicos para este fosfolípido na 
superfície de H. pylori aumentando assim a afinidade entre ambos [12]. 
Em estudos cujo alvo são bactérias Gram-negativas no geral, mas que poderá ser interessante 
experimentar a aplicação em H. pylori, os autores pretendem uma fusão dos lipossomas com as 
células dando-se a libertação dos fármacos transportados no espaço periplásmico. Para esse efeito 
utilizaram formulações contendo fosfolípidos fusogénicos, nomeadamente o dioleoil-
fosfatidiletanolamina (DOPE), nos quais encapsulam a vancomicina. Um dos pontos de interesse 
neste trabalho é o facto de o objetivo ser a entrega do antibiótico diretamente no espaço 
periplásmico através da fusão do lipossoma com a membrana externa das bactérias Gram-
negativas, nomeadamente E.coli, Klebsiella spp., P. aeruginosa e Acinetobacter baumannii [7, 
8]. Nos ensaios in vitro de avaliação da atividade antimicrobiana, a vancomicina na forma livre 
não apresentou atividade em nenhuma das estirpes testadas, o antibiótico encapsulado num 
lipossoma não fusogénico bem como as formulações lipossomais vazias foram também ineficazes 
contra as estirpes bacterianas. No entanto o antibiótico encapsulado na formulação fusogénica 
produziu bons resultados, suportando a hipótese inicialmente colocada de que esta formulação 
seria capaz de entregar o composto ativo no espaço periplásmico através da fusão com a 
membrana externa de bactérias Gram-negativas [7]. 
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1.4. Objetivo 
O trabalho desenvolvido tem dois objetivos principais. O primeiro é o de explorar a 
prevalência de genes líticos codificados por profagos, mais concretamente o gene da holina. Para 
tal recorre-se a uma estratégia em que são utilizados primers degenerados para amplificar por 
PCR o gene da holina. Após sequenciação, é estudada a diversidade genética e a sua associação 
com a origem geográfica e patologia relativas a cada estirpe de H. pylori isolada. Como segundo 
objetivo, pretende-se estudar o comportamento de diferentes composições lipossomais para a 
entrega de fármacos a H. pylori. Utiliza-se como paradigma um fármaco não ativo em H. pylori, 
como o antibiótico vancomicina, cuja ação sob a forma livre é comparada com a forma 
encapsulada em lipossomas. 
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2. Materiais e métodos 
2.1. Pesquisa do gene da holina em estirpes de H. pylori 
Reação de PCR 
A pesquisa do gene da holina foi efetuada por PCR recorrendo a primers degenerados, 
desenhados tendo em consideração as sequências de holinas disponíveis em bases públicas. 
A mix para a reação de PCR é constituída por tampão 1X (Promega), dNTPs a 0,2 μM (New 
England BioLabs), cloreto de magnésio a 0,09 mM (Promega), primers a 0,48 μM (Invitrogene), 
Taq polimerase a 1,5 U (Promega) e água destilada de forma a perfazer um volume de 𝑛 × 24 µL, 
sendo 𝑛 o número de amostras a que se vai fazer a reação, sendo a mix distribuída por 𝑛 tubos 
com 24 µL em cada. Foi depois adicionado 1 µL de DNA a cada um dos tubos perfazendo 25 µL. 
Para o controlo negativo foi utilizada a mesma mix mas sem adição de DNA. Na Tabela 3 estão 
indicadas as sequências forward e reverse dos primers para o gene da holina. 
Tabela 3- Primers forward e reverse para o gene da holina. 
Após a adição do DNA foram colocados no termociclador (GeneAmp® PCR System 9700, 
Applied Biosystems) e sujeitos a uma temperatura de 94 °C durante 4 minutos para a desnaturação 
do DNA, a amplificação foi realizada em 35 ciclos constituídos por 30 segundos a 94 °C 
(desnaturação), 30 segundos a 58 °C (annealing) e 60 segundos a 72 °C (extensão). A extensão 
final foi feita a 72 °C durante 7 minutos, após este tempo as amostras ficaram a 4 °C até serem 
retiradas do termociclador. Na Tabela 4 está representado um esquema das condições de 
temperatura descritas. 
Primers  Sequência 
Tamanho do 
fragmento 
Holina 
Forward ccATcCCGTATTTGTTGGTG 
225 pb 
Reverse ACCCAAtGCCTCCACTAATC 
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Tabela 4- Condições de temperatura dos PCRs realizados. 
Eletroforese 
A eletroforese foi realizada em gel de agarose (Lonza) a 2% com 0,01% de SYBR® Safe 
DNA Gel Stain (Life Sciences) preparado com TBE 0,5%, por 30 minutos a 100V numa tina de 
eletroforese (VWR) emerso em TBE 0,5%, sendo depois tiradas fotografias (Universal Hood II, 
Bio-rad) de cada eletroforese para conferir os resultados. Em cada gel foi adicionado marcador 
de 100pb (New England BioLabs) num dos poços para verificação do tamanho das bandas. 
Purificação de bandas de gel de agarose 
No caso de aparecer mais do que uma banda na eletroforese após o PCR, a banda com o 
tamanho de 225 pb foi purificada com o kit “illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band 
Purification Kit” da GE Healthcare seguindo o protocolo “B. Protocol for purification of DNA 
from TAE and TBE agarose gels” disponibilizado com o kit, tendo sido utilizados 20 µL de água 
estéril livre de nucleases (buffer type 6 incluído no kit) no passo de eluição. Após a purificação 
foi realizada nova eletroforese com gel de agarose 2% nas mesmas condições já descritas 
anteriormente para confirmar a presença da banda, nos casos em que existia presença de uma 
banda única foi realizado novo PCR desses produtos da purificação nas mesmas condições já 
descritas. 
Purificação produtos de PCR  
Nos casos em que apenas apareceu uma banda do tamanho esperado para o gene da holina 
(225 pb) os produtos de PCR dessas amostras e os produtos de PCR de bandas previamente 
purificadas foram purificadas com o kit “illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification 
Temperatura Tempo Ciclos 
94°C 4 minutos 1 
94°C 30 segundos  
58°C 30 segundos 35 
72°C 60 segundos  
72°C 7 minutos 1 
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Kit” da GE Healthcare seguindo o protocolo “A. Protocol for purification of DNA from PCR 
mixtures or an enzymatic reaction” disponibilizado com o kit, tendo sido utilizados 20 µL de água 
estéril livre de nucleases (buffer type 6 incluído no kit) no passo de eluição. Uma amostra de cada 
produto resultante da purificação foi sujeita a nova eletroforese de forma a confirmar a presença 
do fragmento de tamanho desejado.  
Quantificação das amostras de DNA pelo Qubit BR 
O DNA purificado foi quantificado pelo kit “Qubit® dsDNA BR Assay Kits” (Invitrogen™) 
utilizando o Qubit® 1.0 Fluorometer (Invitrogen™) de acordo com o protocolo do kit.  
Sequenciação 
Os produtos de PCR purificados para o gene da holina foram enviados para sequenciação 
para a empresa Stabvida [68] juntamente com uma amostra dos primers a uma concentração de 
10 pmol/µL e sequenciados em ambos os sentidos. Foram sequenciadas com sucesso 27 amostras. 
As sequências forward e reverse obtidas na sequenciação foram então alinhadas através do 
programa “Clustal Omega” da EMBL-EBI [69] de forma a obter a sequência consenso. Após 
confirmação que cada sequência era de facto do gene da holina através do programa “Standard 
Nucleotide BLAST” da NCBI [70] por comparação com genes de holina já publicados para outras 
estirpes, todas as sequências consenso do gene da holina, incluindo os das estirpes com os 
genomas publicados (ver estirpes na Tabela 11) foram alinhadas com o programa “MultAlin” [71] 
e depois do corte de alguns nucleótidos nas extremidades de forma a todas as sequências terem o 
mesmo tamanho foi preparado um documento de texto com todas as sequências resultantes deste 
processo para posterior análise filogenética. 
Construção da árvore filogenética 
A análise filogenética das sequências do gene da holina, previamente processadas como 
descrito no ponto anterior, foi realizada através do software MEGA6 [72]. Com um total de 38 
sequências do gene da holina (27 sequenciadas como descrito anteriormente mais 11 sequências 
provenientes de estirpes publicadas) foi construída uma árvore pelo método Maximum Likelihood 
com o modelo Kimura two-parameter para estimativa das distâncias e o bootstrap com 1000 
réplicas. Devido a não ser possível determinar as distâncias das sequências das estirpes 
Gambia94/24, UM298 e Cuz20, estas foram retiradas da lista de sequências ficando com um total 
2. Materiais e métodos 
30 
de 35 e a partir destas foi construída uma árvore pelo método Neighbor-Joining com o modelo 
Kimura two-parameter para estimativa das distâncias e o bootstrap com 1000 réplicas.  
Análise estatística  
A análise estatística dos dados resultantes da pesquisa do gene da holina em diferentes 
estirpes de H. pylori foi efetuada utilizando o teste do chi-quadrado [73]. Este é um teste estatístico 
não-paramétrico que avalia a existência de independência entre variáveis [74]. Esta análise foi 
aplicada no sentido de confirmar a associação entre a presença do gene da integrase com a 
presença do gene da holina na mesma estirpe. 
Uma vez que os dados relativos à presença do gene da holina em função da patologia e da 
origem da estirpe resultaram em algumas variáveis inferiores a 5, o teste do qui-quadrado não era 
estatisticamente aplicável, sendo assim utilizado o teste de Fisher [75] nestes casos com o objetivo 
de verificar a associação entre patologia e origem com a presença do gene da holina no genoma 
das estirpes. 
2.2. Desenvolvimento de Lipossomas 
Lípidos e reagentes 
Os fosfolípidos 1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC) e a fosfatidilcolina de ovo 
(PC) foram adquiridos à Lipoid GmbH (Alemanha). O fosfolípido 1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina (DOPE), o hemissuccinato de colesterol (CHEMS) e a N-(lissamina rodamina 
B sulfonil)-fosfatidiletanolamina (Rh-PE) foram fornecidos pela Avanti Polar Lipids, Inc. 
(E.U.A). O colesterol (Chol), o antibiótico vancomicina, a enzima lisozima e o fluoróforo 5(6)-
carboxifluoresceína foram adquiridos à Sigma - Aldrich (Alemanha). A água utilizada em todos 
os ensaios foi previamente desionizada e destilada através do sistema de purificação Elix 3 da 
Millipore (USA). Todos os outros reagentes e solventes utilizados são de grau analítico. 
Preparação dos lipossomas 
Os lipossomas podem ser preparados por uma grande variedade de métodos baseados nos 
vários mecanismos envolvidos na sua formação. Neste trabalho os diversos tipos de lipossomas 
convencionais desenvolvidos foram preparados utilizando dois métodos diferentes fazendo-se 
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variar também os constituintes lipídicos, as razões molares e as concentrações lipídicas iniciais. 
Na Tabela 5 é possível ver um resumo das formulações realizadas, sendo de seguida descritos os 
diferentes métodos utilizados. 
Preparação de lipossomas marcados com sondas fluorescentes para microscopia 
Neste trabalho foram utilizadas duas sondas diferentes para marcar os lipossomas. A 
utilização das duas sondas está relacionada com a sua diferente distribuição nos lipossomas. 
A carboxifluoresceína (CF) é um composto hidrófilo que é encapsulado no espaço interno 
aquoso e é utilizado para marcar o interior de lipossomas grandes. A Rh-PE é uma sonda lipofilica 
uma vez que o corante (rodamina - Rh) está ligado ao fosfolípido fosfatidiletanolamina (PE) e é 
utilizado para marcar a bicamada lipídica. 
Lipossomas marcados com carboxifluoresceína 
Neste ensaio foi preparada uma formulação lipossomal composta por DPPC:Chol (8:2 
mol%) marcada com CF numa razão molar lípido:CF de 10:1 com o objetivo de visualizar a 
estrutura dos lipossomas num microscópio ótico de fluorescência. Os lipossomas foram 
preparados pelo método da hidratação do filme lipídico. Os constituintes lipídicos foram pesados 
utilizando uma balança analítica (Sartorius, Alemanha) para se obter a concentração pretendida 
(10mM lípidos totais), colocados em balões de fundo redondo e dissolvidos em clorofórmio. O 
solvente orgânico removido por evaporação num evaporador rotativo (Büchi RE-111, Suíça) para 
formar o filme lipídico, que foi deixado durante a noite a −30 °C. No dia seguinte o filme lipídico 
foi hidratado utilizando uma solução de carboxifluoresceína preparada em tampão de fosfato (10 
mM) em solução salina (NaCl 138 mM e KCl 2.7 mM), (PBS) pH 7,4 (Sigma – Aldrich, 
Alemanha). 
Lipossomas marcados com rodamina 
Com o objetivo de estudar uma possível interação dos lipossomas com H. pylori foram 
preparados lipossomas marcados com uma sonda fluorescente para posterior visualização em 
microscopia de fluorescência. Neste ensaio os lipossomas também foram preparados pelo método 
da hidratação do filme lipídico. Os constituintes lipídicos foram pesados para se obter a 
concentração de 30 mM de lípidos totais, colocados em balões de fundo redondo e dissolvidos 
em clorofórmio. A Rh-PE (2 mg/20 mL) foi também adicionada à mistura dos lípidos em 
clorofórmio de forma a obter uma razão molar de 0,1. O solvente orgânico foi depois removido 
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por evaporação num evaporador rotativo (Büchi RE-111, Suíça) até se observar a formação de 
um filme fino e homogéneo que foi mantido a -30ºC durante a noite. Para garantir a completa 
remoção de traços de solvente o filme foi submetido a um fluxo de azoto. Os filmes foram depois 
hidratados com tampão PBS, pH 7,4 com agitação ocasional. Após a hidratação do filme lipídico 
obteve-se uma solução de aspeto leitoso, formada por vesiculas multilamelares grandes (MLV) 
que foram dimensionadas por um processo de extrusão (Extruder Lipex Biomembranes, Canadá) 
através de membranas de policarbonato (Nucleopore®, Whatman) com diâmetro de poro 
decrescente, passando uma vez pela membrana com poro de 0,8 µm; de seguida pela de 0,4 µm 
duas vezes pela membrana de 0,2 µm e por fim três vezes pela membrana de 0,1 µm de forma a 
certificar que o diâmetro médio dos lipossomas era inferior a 200 nm. A extrusão foi realizada à 
temperatura de transição de fase adequada a cada formulação. As formulações foram depois 
ultracentrifugadas (Ultracentrifuga – L8-60 M, Beckman Instruments, E.U.A.) a 49 000 rpm (247 
130 xg) num rotor tipo 70Ti (Beckman Instruments, E.U.A.) durante 2 horas a 15 °C. O 
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em tampão fresco. 
Lipossomas para a entrega de fármacos 
Na preparação dos lipossomas para a encapsulação dos dois fármacos utilizados neste 
trabalho o método utilizado designa-se desidratação-reidratação (DRV) e tem como base a 
liofilização de uma suspensão de lipossomas (MLV) e a sua reidratação. As formulações 
preparadas foram DPPC:CHEMS:DOPE 2:4:4 e PC:CHEMS:DOPE 2:4:4 (Tabela 5). As etapas 
iniciais de pesagem dos lípidos, dissolução em clorofórmio e secagem do filme lipídico são 
idênticas às do método descrito para encapsulação da CF. Após obtenção do filme este foi 
hidratado com uma solução aquosa de vancomicina ou lisozima a 4000 µg/mL. No caso das 
formulações vazias com as mesmas composições referidas anteriormente, o filme foi hidratado 
apenas com água destilada. Após hidratação a suspensão de lipossomas foi distribuída por frascos 
de liofilização (2,5 mL/frasco) e depois de congelados a −80 °C durante 30-45 minutos. 
Posteriormente, realizou-se uma liofilização (Liofilizador EDWARDS, Modulyo, Alemanha) 
durante a noite. O passo de reidratação foi efetuado com tampão HEPES 10 mM em NaCl 150 
mM, pH 7,4 em duas etapas: primeiro foi adicionado 20% do volume final, agitou-se no vortex e 
só depois (15 min) adicionado o restante volume. Este processo decorreu a uma temperatura 
adequada conforme a temperatura de transição de fase de cada formulação de forma a auxiliar a 
hidratação. De seguida efetuaram-se as etapas de extrusão e ultracentrifugação de acordo com a 
descrição do ponto anterior. Durante a ressuspensão do sedimento as formulações foram 
concentradas tendo sido utilizado um volume 6 vezes inferior ao que foi colocado no tubo de 
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centrífuga. Por fim foram esterilizadas por filtração através de um filtro de poro 0,22 µm (GVS, 
Itália) 
Tabela 5- Composição e concentração lipídica inicial das formulações preparadas. 
Quantificação de lípido 
Neste trabalho foram usados dois métodos para a quantificação de fosfolípidos: o método de 
Rouser e um kit comercial.  
O método de Rouser [76], é um método espectrofotométrico que permite determinar a 
concentração de fosfato inorgânico na suspensão lipossomal e a partir destes valores calcular a 
concentração de lípido, descrito em baixo. 
Nos casos em que as suspensões lipossomais foram preparadas em tampão PBS, que contém 
fosfato, foi utilizado um kit comercial para a determinação da colina, “PHOSPHOLIPIDS, CHO-
POD. Enzymatic colorimetric” (Spinreact, Espanha). 
Método dos fosfatos 
Para cada doseamento é sempre efetuada uma curva de calibração. A curva de calibração é 
realizada com uma solução padrão de fosfato de sódio a 0,5 mM utilizando os volumes de 40 µL, 
60 µL, 80 µL, 100 µL, 120 µL e 160 µL em cada tubo de forma a obter 0,02 µmol/ tubo, 0,03 
µmol/ tubo, 0,04 µmol/ tubo, 0,05 µmol/ tubo, 0,06 µmol/ tubo e 0,08 µmol/ tubo, respetivamente. 
Cada tubo foi preparado em triplicado. As suspensões de lipossomas foram diluídas em tampão 
Formulação 
Composição (razão 
molar) 
Concentração lípido 
inicial (mM) 
DPPC:Chol:Rh-PE 8:2:0,1 30 
DPPC:Chol:DOPE:Rh-PE 8:1:1:0,1 30 
DPPC:Chol:CF 8:2:1 10 
DPPC:CHEMS:DOPE 2:4:4 20 
PC:CHEMS:DOPE 2:4:4 20 
DPPC: 1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina; Chol: Colesterol; Rh-PE: N-(lissamina rodamina B 
sulfonil)-fosfatidiletanolamina; DOPE: 1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina; CF: 5(6)-
carboxifluoresceína; PC: Fosfatidilcolina; CHEMS: Hemissuccinato de colesterol 
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de forma a obter uma concentração dentro da curva de calibração, sendo também feito em 
triplicado e colocando 50 µL/tubo da diluição da amostra. 
Os tubos foram colocados em banho seco (Lab-Line Multi-Block, E.U.A.) de forma a 
evaporar todo o conteúdo, e após arrefecimento à temperatura ambiente, foram adicionados 0,3 
mL/tubo de ácido perclórico a 70% e colocadas esferas de vidro em cada tubo, deixando-os a 180 
°C durante 45 minutos. 
Findado esse tempo os tubos foram deixados a arrefecer à temperatura ambiente e foi 
adicionado pela ordem descrita 1 mL de água destilada, 0,4 de hexa-molibdato de amónio 
(NH4)6Mo7O24 1,25% (w/v) e 0,4 mL de ácido ascórbico 5% (w/v), sendo que apenas este último 
deverá ser preparado no dia da quantificação e os outros reagentes podem ser preparados e 
guardados para futuras utilizações. Os tubos ainda com as esferas foram agitados no vortex e 
colocados em banho-maria a 100 °C por 5 minutos. Após arrefecimento dos tubos à temperatura 
ambiente a absorvância de cada tubo foi lida a 797 nm no espectrofotómetro (UV mini 1240, 
Shimadzu) contra o branco preparado. 
Kit 
Sempre que as formulações lipossomais foram preparadas em tampão PBS a quantificação 
dos fosfolípidos foi feita com um kit comercial de quantificação de fosfolípidos (Sprinreact, 
Espanha) uma vez que o fosfato presente no tampão interfere com o método de Rouser. Este 
método enzimático baseia-se na formação de um complexo corado. A intensidade da cor formada 
é proporcional à concentração de colina na amostra. A quantidade de lípido total é calculada a 
partir do valor obtido para a colina utilizando as proporções molares iniciais teóricas de todos os 
componentes lipídicos em cada formulação. A preparação das amostras, padrão e branco foi feita 
de acordo com as instruções do fabricante. Foi utilizado um espectrofotómetro (UV 1603, 
Shimadzu) para ler a absorvância a 505 nm a 37 °C. 
Quantificação do fármaco: Lowry 
Para a quantificação do fármaco foi utilizado o método de Folin-Lowry, utilizado para 
quantificação de proteínas pode ser aplicado para quantificar vancomicina e lisozima. Este 
método baseia-se num reagente (Folin), uma mistura de fosfomolibdato e ácido fosfotúngstico, 
que na presença do catalisador cobre sofre uma redução ao reagir com proteínas e produz um 
composto com absorção máxima de 750 nm [77]. Estes valores de absorvância permitem então 
calcular a concentração de fármaco na suspensão lipossomal. 
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Procedimento experimental 
Soluções padrão de BSA foram utilizadas para a curva de calibração. A curva foi preparada 
com BSA a 0,1 mg/mL para os padrões 1, 2 e 3 nos volumes de 50 µL, 100 µL e 200 µL 
respetivamente e com BSA 0,2 mg/mL para os tubos 4 e 5 nos volumes de 150 µL e 200 µL 
respetivamente. Cada um destes padrões foi preparado em triplicado. Nos tubos das amostras foi 
adicionado o volume necessário para que a concentração de fármaco teórico fique dentro da curva 
de calibração.  
Foi então adicionada água destilada a cada um dos tubos de forma a perfazer 500 µL/tubo, 
incluindo o branco em triplicado. De seguida foram adicionados a cada tubo 400 µL de SDS 20%, 
500 µL de triton X-100 2% e 100 µL de NaOH 1N por esta ordem. 
Cada tubo foi levado ao vortex e deixado a incubar em banho-maria a 60 °C durante 1 hora. 
Durante este tempo foi preparado o reagente de Lowry que consiste na mistura de carbonato de 
sódio 2%, sulfato de cobre 1% e tartarato de potássio e sódio 1% por esta ordem e na proporção 
de 100 µl das últimas duas soluções para cada 5 mL de carbonato de sódio 2%. 
Após incubação e arrefecimento dos tubos à temperatura ambiente foi adicionado 1 mL do 
reagente de Lowry a cada tubo, levado ao vortex e depois de 10 minutos foram adicionados 100 
µL do reagente de Folin–Ciocalteu (Merck) 1:1 em água destilada, preparado imediatamente antes 
da sua utilização. A seguir a cada tubo ser levado ao vortex foram deixados à temperatura 
ambiente por 45 minutos antes da absorvância ser lida a 750 nm no espectrofotómetro (UV mini 
1240, Shimadzu). 
Eficácia encapsulação 
Para calcular a eficácia de encapsulação foi utilizada a seguinte equação adaptada de 
Constantino [78]. 
𝐸. 𝐸. (%) =
(
[𝐹á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜]
[𝐿í𝑝𝑖𝑑𝑜]
) 𝑓
(
[𝐹á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜]
[𝐿í𝑝𝑖𝑑𝑜]
) 𝑖
× 100 
f = final; i = inicial; E.E. = eficácia de encapsulação 
2. Materiais e métodos 
36 
Medição do tamanho e índice de polidispersão 
O diâmetro médio dos lipossomas e o índice de polidispersão (PI) de cada formulação foi 
determinado após extrusão, de forma a verificar se tinham o tamanho pretendido antes de 
continuar a preparação da formulação, e para a amostra final de cada formulação. Esta 
determinação foi feita com o equipamento Zetasizer Nano S (Malvern, Reino Unido) utilizando 
uma diluição de 10 µL de amostra para 1 mL de tampão. Este equipamento utiliza a técnica de 
dispersão dinâmica de luz que se baseia na capacidade das partículas se difundirem e estarem em 
movimento quando em suspensão (movimento Browniano das partículas). O equipamento, 
através da deteção da intensidade de dispersão da luz, relaciona a velocidade de difusão das 
partículas com o tamanho das mesmas, uma vez que o movimento Browniano será mais lento 
quanto maior for a partícula, desta forma é possível também calcular a dispersão de tamanho 
(Índice de polidispersão) [79]. 
Medição do potencial zeta 
A medição do potencial zeta de cada formulação foi feita também à amostra extrudada e final 
de cada formulação de forma a verificar se não houve alteração desta característica no passo de 
ultracentrifugação ou filtração. A diluição foi a mesma utilizada para medição do tamanho e o 
equipamento usado foi o Zetasizer Nano Z (Malvern, Reino Unido), que aplica um campo elétrico 
à solução com as partículas que se movem a uma velocidade relacionada com o seu potencial 
zeta, uma vez que migram para o elétrodo com carga oposta à sua. Esta velocidade é medida pela 
dispersão da luz e do método e velocimetria a laser do efeito de Dopler [80]. 
2.3. Cultura bactéria 
Crescimento 
A biomassa das estirpes de H. pylori B45 e 26695 foi obtida após cultura em meio seletivo 
de H. pylori e incubação durante 48 horas numa jarra de anaerobiose e em ambiente de 
microaerofilia (CampyGen™) a 37 °C. Para obter biomassa de Campylobacter jejuni CCUG 
11284 a cultura foi feita em meio Müller-Hinton enriquecido com sangue a 10% e a incubação 
durou 24 horas a 37 °C numa jarra de anaerobiose em ambiente de microaerofilia. A cultura de 
E. coli B foi realizada em meio YEA durante 24 horas a 37 °C. 
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Relação OD-bactéria 
De forma a estabelecer uma relação entre densidade ótica e concentração de H. pylori numa 
suspensão foi realizado um ensaio que consistiu em preparar uma suspensão bacteriana de H. 
pylori em PBS e feitas 12 diluições sucessivas de 1:10, obtendo desta forma as diluições de 10-1 
até 10-12 da suspensão original. Foi lida e registada a absorvância a 600 nm da diluição de 10-1 e 
pipetados 20 µL de cada uma das 12 diluições para placas de meio de cultura seletivo para H. 
pylori que foram incubadas a 37 °C durante 72 horas numa jarra de anaerobiose em ambiente de 
microaerofilia. 
Após incubação foram contadas as colónias correspondentes a cada diluição e utilizado o 
número de colónias da menor diluição com colónias contáveis para o cálculo da concentração de 
bactérias na suspensão original [21, 81].  
2.4. Ensaios 
Microscopia de fluorescência 
O protocolo realizado para este ensaio foi adaptado de Bardonnet, et al [9] uma vez que o 
objetivo desse estudo é semelhante ao objetivo deste ensaio variando a formulação dos lipossomas 
a testar. 
Procedimento experimental 
Após 48h de crescimento bacteriano da estirpe H. pylori 26695 em meio de cultura seletivo 
a biomassa foi suspensa em PBS pH 7,4 estéril de forma a ser obtida uma concentração de 
108 UFC/mL. 100 µL desta suspensão bacteriana foi incubada com 100 µL de cada suspensão de 
lipossomas a uma concentração de 10 mM e 2 mM durante 1 hora à temperatura ambiente e 
protegido da luz, o controlo consistiu em 100 µL da suspensão bacteriana com 100 µL de PBS. 
No final da incubação foi realizado um passo de lavagem com uma centrifugação a 4000 rpm 
durante 4 minutos e ressuspenso em PBS fresco. 
Para a preparação da lâmina foram colocados 10 µl da amostra a observar, após secar foram 
colocados 10 µL de meio de montagem suplementado com DAPI e uma lamela que foi selada 
com verniz transparente.  
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As lâminas foram observadas num microscópio de fluorescência (Vanox-T AH-2, 
Oolympus) com filtros de comprimentos de onda de 456 nm e 571 nm, para observar as bactérias 
marcadas com DAPI e os lipossomas com Rh-PE, respetivamente. 
Verificação da resistência bacteriana utilizando o E-test® 
Para o E-test foi realizado o espalhamento em meio de cultura Muller Hinton com sangue a 
10%. das bactérias H. pylori B45 e C. jejuni CCUG 11284 e em meio de cultura Muller Hinton 
para E. coli B com inóculos correspondentes ao padrão de turbidez de 0,5 da escala de McFarland. 
De seguida foi colocada uma tira de E-test para a vancomicina (Biomérieux) em cada uma das 
placas que de seguida foram incubadas de acordo com as condições de crescimento de cada 
bactéria, para H. pylori e C. jejuni CCUG 11284 a incubação foi realizada numa jarra de 
anaerobiose em ambiente de microaerofilia a 37 °C e durante 48 e 24 horas respetivamente, a 
placa de E. coli B foi incubada a 37 °C por 24 horas. 
Ensaio de entrega de fármacos 
Baseado em Nicolosi, et al [7], foi desenhado um protocolo que permita testar lipossomas 
fusogénicos em bactérias Gram-negativas, através da entrega de vancomicina e lisozima 
encapsulados em lipossomas às bactérias H. pylori estirpes B45 e 26695, C. jejuni CCUG 11284 
e E. coli B. Para cada bactéria o ensaio foi realizado em duplicado. 
Procedimento experimental 
Numa placa de ELISA de 96 poços (Cellstar®) foram colocados 150 µL de meio de cultura 
brucella broth, suplementado com 10% de soro fetal e 1% de polivitex para os ensaios com H. 
pylori e C. jejuni e não suplementado para E. coli, em todos os poços e de seguida foram feitas as 
diluições 1:2 adicionando ao poço da fila A coluna 1 150 µL da solução stock da formulação 
DPPC:CHEMS:DOPE com vancomicina encapsulada a uma concentração de 1536 µg/mL e após 
ser misturada foram retirados 150 µL para a coluna seguinte na mesma fila repetindo o processo 
até à coluna 10 em que os 150 µL retirados são descartados em vez de serem colocados na coluna 
11. Para as restantes filas foram feitas as mesmas diluições com diferentes soluções stock 
indicadas na Tabela 6. 
Após as diluições foram adicionados 75 µL da suspensão bacteriana feita em meio de cultura 
brucella broth enriquecido com 10% de soro bovino e 1% de Polivitex de forma a obter uma 
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concentração de 108 UFC/mL nos poços das colunas 1 a 11 inclusive, sendo a coluna 11 de 
controlo do crescimento bacteriano. Na coluna 12 foram adicionados 75 µL de meio de cultura, 
sendo considerado o branco aquando a leitura da placa. 
Tabela 6- Indicação das formulações ou fármacos colocados na coluna 1 em cada fila e a concentração do stock 
de onde foram retirados os 150 µL 
Desta forma as concentrações das formulações ou fármacos livres em cada poço nas colunas 
1 a 10 estão representadas na Tabela 7, tendo em atenção que nas filas A a F foi considerada a 
concentração de fármaco encapsulado ou livre de forma a ter as mesmas concentrações para cada 
um dos fármacos nas diferentes formas de entrega, enquanto para as filas G e H as concentrações 
consideradas são as de lípido para que a maior concentração testada dos lipossomas vazios 
coincida com a maior concentração dessa formulação com fármaco encapsulado de forma a 
funcionar como controlo da ação do lípido. 
Após preparação das placas de ELISA estas foram incubadas de acordo com a bactéria 
testada em cada uma. Para H. pylori B45 e 26695 a incubação durou 48 horas e para C. jejuni 
CCUG 11284 durou 24 horas, ambas as bactérias a 37 °C numa jarra de anaerobiose em ambiente 
de microaerofilia, a placa de ELISA com E. coli B foi incubada a 37 °C por 24 horas. Foi realizada 
e registada a leitura das placas a 600 nm com agitação prévia durante 5 segundos num leitor de 
placas de ELISA (VersaMax ELISA Microplate Reader, Molecular Devices) antes e após 
incubação, sendo posteriormente feita a diferença para determinação do crescimento bacteriano. 
De forma a verificar a existência de bactérias vivas, foram adicionados 10 µl de Violeta de 
p-iodonitrotetrazólio (INT) (Sigma-Aldrich, Alemanha), um composto que após redução toma 
uma coloração avermelhada, a cada poço e deixado a incubar a 37 °C nos ambientes de 
crescimento próprios de cada bactéria durante 2 horas, sendo depois lidas as placas no mesmo 
leitor de placas de ELISA também a 600 nm. 
Fila Coluna 1 
A DPPC:CHEMS:DOPE vancomicina a 1536 µg/mL 
B PC:CHEMS:DOPE vancomicina a 1536 µg/mL 
C Vancomicina livre a 1536 µg/mL 
D DPPC:CHEMS:DOPE lisozima a 3072 µg/mL 
E PC:CHEMS:DOPE lisozima a 3072 µg/mL 
F Lisozima livre a 3072 µg/mL 
G DPPC:CHEMS:DOPE vazio a 72,08 mM 
H PC:CHEMS:DOPE vazio a 57,04 mM 
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Tabela 7- Matriz de concentrações de fármaco nas linhas A a F e concentrações de lípido nas linhas G e H da 
placa de ELISA. 
Microscopia eletrónica de transmissão 
A amostra a observar através de microscopia eletrónica foi preparada adicionando 100 µL 
da suspensão lipossomal pretendida a 1 mL de suspensão bacteriana a uma concentração de 108 e 
colocado a incubar por 3 horas nas condições indicadas para cada bactéria. Após incubação a 
amostra foi processada para microscopia eletrónica. 
Foram realizados dois tipos de análise por microscopia eletrónica, negative staining e 
fixation embedding and sectioning. Para a preparação de amostras por negative staining foi 
colocada uma grelha de cobre (300 Mesh) revestida com Formvar em contacto com uma pequena 
gota (10 µL) da amostra previamente preparada durante 1 a 2 minutos. A grelha foi então colocada 
em contacto com uma gota (50 µL) da solução 1% acetato de uranilo em água bidestilada durante 
1 minuto e transferida para uma segunda gota da mesma solução por mais 1 minuto. O excesso 
de solução na grelha foi absorvido por papel de filtro e seca ao ar, sendo então observadas através 
do microscópio eletrónico de transmissão JEM 100SXTEM. 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 0 C 
B 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 0 C 
C 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 0 C 
D 1024 512 256 128 64 32 16 8 4 2 0 C 
E 1024 512 256 128 64 32 16 8 4 2 0 C 
F 1024 512 256 128 64 32 16 8 4 2 0 C 
G 24,0 12,0 6,0 3,0 1,5 0,8 0,4 0,2 0,1 0,0 0 C 
H 19,0 9,5 4,8 2,4 1,2 0,6 0,3 0,1 0,1 0,0 0 C 
 
Colunas 1 a 11: concentração de fármaco (µg/ml) para linhas A a F e concentração de lípido 
(mM) para as linhas G e H; Coluna 12 – controlo sem cultura microbiana. Linhas: A- 
DPPC:CHEMS:DOPE com vancomicina; B- PC:CHEMS:DOPE com vancomicina; C- 
Solução de vancomicina livre; D- DPPC:CHEMS:DOPE com lisozima; E- 
PC:CHEMS:DOPE com lisozima; F- Solução de lisozima livre; G- DPPC:CHEMS:DOPE 
vazio; H- PC:CHEMS:DOPE vazio. 
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Para fixation embedding and sectioning a bactéria em suspensão foi pré-fixa em tampão 
cacodilato 0,2 mol/L (pH 6,8) contendo 5% de glutaraldeído (mistura 50/50 com o meio de 
cultura) por 2 horas a 4°C. Após centrifugação a 8000 rpm durante 3 minutos a bactéria foi pós-
fixa em 1% tetróxido de ósmio em tampão cacodilato 0,1 mol/L (pH 6,8) por 1 hora à temperatura 
ambiente e no escuro. Os pellets foram incluídos em 1% de agar e após corte de secções com 
cerca de 2 mm3 as amostras foram desidratadas progressivamente sob a ação de concentrações 
crescentes de álcool etílico (50%, 70%, 95%, 100%). Esta desidratação foi completada com óxido 
de propileno e as amostras foram incluídas na resina de epóxi (Epon 812). A resina foi 
polimerizada a 60 °C por 48 horas, sendo depois realizados os cortes ultrafinos num 
ultramicrótomo utilizando uma faca de diamante. As secções ultrafinas foram recolhidas em 
grelhas de cobre e contrastadas com acetato de uranilo e citrato de chumbo, sendo depois 
examinadas através do microscópio eletrónico de transmissão a 120 kV. 
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3. Resultados 
3.1. Pesquisa do gene da holina em estirpes de H. pylori 
A pesquisa do gene da holina em estirpes de H. pylori foi realizada através de PCR, seguido 
de eletroforese para verificar a presença ou ausência da banda amplificada. Na Figura 14 é 
possível observar um exemplo do resultado de uma eletroforese de produtos de PCR, as amostras 
1, 8 e 10 são exemplos em que o fragmento, 225 pb de tamanho, do gene da holina foi amplificado, 
pelo que são consideradas estirpes positivas para o gene da holina, as outras estirpes foram 
consideradas negativas. 
  
Figura 14- Exemplo da fotografia de um gel de agarose após eletroforese de algumas amostras de produtos de 
PCR. M- Marcador 100 bp (New England BioLabs); Identificação das amostras de DNA de H. pylori usadas: 
1- 3260; 2- 3261; 3- 263; 4- 3264; 5- 3265; 6- 3267; 7- 3270; 8- 3274; 9- 3276; 10- 3279; CN- Controlo Negativo.  
Esta pesquisa revelou uma prevalência da holina de 32,4 % (57/176). De referir que, das 57 
estirpes positivas para o gene da holina, 87,7 % são também positivas para o gene da integrase. A 
análise estatística dos resultados presentes na Tabela 8, pelo teste de chi-quadrado, resultou num 
p< 0,0001, que sendo um valor inferior a 0,05, sugere associação entre a presença dos genes que 
codificam a integrase e a holina. 
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Tabela 8- Contagem de estirpes positivas e negativas para o gene da holina de acordo com a presença ou ausência 
do gene da integrase. 
Este estudo foi realizado também de forma a verificar a relação entre a presença ou ausência 
do gene da holina e a patologia e origem das estirpes. Na Tabela 9 são apresentados os dados que 
referentes à patologia, que o estudo estatístico com o teste de Fisher (uma vez que existem 
variáveis inferiores a 5) resultou em p= 0.0301, que sendo próximo mas inferior a 0,05 pode 
indicar uma associação entre as variáveis uma vez que os grupos são significativamente 
diferentes. 
A Tabela 10 apresenta os dados referentes à origem geográfica das estirpes e neste caso o 
teste de Fisher resultou em p= 0,228, que sendo um valor superior a 0,05 indica que os grupos 
não são significativamente diferentes, não sendo assim possível estabelecer uma relação entre a 
presença ou ausência do gene da holina com a origem da estirpe. 
Tabela 9- Contagem de estirpes positivas e negativas para o gene da holina de acordo com a patologia. 
Resultado para o 
gene da holina 
Integrase Positiva Integrase Negativa Total 
Positivo 50 7 57 
Negativo 67 52 119 
Total 117 59 176 
Patologia Positiva para holina Negativa para holina Total 
Úlcera Péptica 22 (37,3 %) 37 59 
Gastrite 32 (30,8 %) 72 104 
Adenocarcinoma 0 (0 %) 9 9 
Linfoma MALT 3 (75,0 %) 1 4 
Total 57 (32,4 %) 119 176 
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Tabela 10- Contagem de estirpes positivas e negativas para o gene da holina de acordo com a origem geográfica. 
3.2. Árvores filogenéticas do gene da holina 
O produto de PCR na pesquisa do gene da holina em estirpes de H. pylori, após purificação, 
foi sequenciado. A partir dessas sequências foram determinadas as sequências consensos de cada 
estirpe sequenciada e realizada uma análise filogenética, juntamente com as sequências do gene 
da holina de estirpes com o genoma totalmente sequenciado e publicado, indicadas na Tabela 11. 
Da análise filogenética resultaram duas árvores, uma construída pelo método Maximum 
Likelihood (Figura 15) e a outra pelo método Neighbor-Joining (Figura 16), sendo que ambas 
foram construídas com o modelo Kimura two-parameter para estimativa das distâncias e o 
bootstrap com 1000 réplicas. 
Os clusters foram marcados na árvore construída pelo método Maximum Likelihood e para a 
árvore construída pelo método Neighbor-Joining os clusters foram marcados de acordo com a 
semelhança da árvore anterior, tendo menos um cluster que corresponde às estirpes que foram 
retiradas devido à impossibilidade de calcular as suas distâncias e consequente utilização neste 
método de construção de árvores. 
 
 
 
 
 
Origem Positiva para holina Negativa para holina Total 
Europa 40 (37,0 %) 68 108 
África 4 (30,8 %) 9 13 
Ásia 13 (23,6 %) 42 55 
Total 57 (32,4 %) 119 176 
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Tabela 11- Lista das sequências do gene da holina para diferentes estirpes sequenciadas utilizadas para a 
construção das árvores filogenéticas. Informação obtida em Janeiro de 2014. 
Profagos/Estirpes 
de H. pylori 
Sequência do gene da holina 
Acesso ao 
GenBank 
Gambia94/24 
AAAAATAATCCGTGATTTCGTAGCTTATCCAT
GTGATGAGCATGCTACTTCCCACGCCTTGAA
TGAAATAAATCACTTTCTCCGTCCTACTTTTG
AAATCCTCGT 
CP002332 
Região: 
208973..209077 
Tw-Phage-1961P 
ATAAGAAATGAAGATTTTAAAAACAAAACCG
AAAAAGTGTTCTATATCATTCAAGGCGTTGG
ATCGAGCATGCTTATTACCTGGATTAGTTACG
AAATC 
CP006610 
Região: 
174099..174203 
UM299 
ATAAAAAACGAAAATTTTAAAAACAAAACC
GAAAAAGTGTTTTATATTATTCAAGGCGTGG
GATCGAGCATGCTGATCACATGGATCGGTTA
CGAAATC 
CP005491 
Região: 
261848..261952 
UM032 
ATAAAAAACGAAAATTTTAAAAACAAAACC
GAAAAAGTGTTTTATATTATTCAAGGCGTGG
GATCGAGCATGCTGATCACATGGATCGGTTA
CGAAATC 
CP005490 
Região: 
713573..713677 
UM298 
GATTTCGTAACCGATCCATGTGATCAGCATG
CTCGATCCCACGCCTTGAATAATATAAAACA
CTTTTTCGGTTTTGTTTTTAAAATTTTCGTTTT
TTAT 
CP006610 
Região: 
174099..174203 
India7 
ATGAGAGACGAAGTTTTTAAAAACAAAACCG
AAAAATTGTTCTACATTGTTCAAGGGTTGGG
ATCGAGCATGCTTATAACTTGGATTAGTTAC
GAAAT 
CP002331 
Região: 
1240012..1240116 
Jp-Phage-KHP30 
AAGAACTTAAAAACAAAACCGAAAAAGCGT
TTTATATCATTCAAGGCGTGGGATCGAGTAT
GCTTATCACTTGGATAAGCTACGAAATC 
AB647160 
Região: 
20458..20542 
Per-Cuz20 
GAGTTCGTAACTGATCCAAGTTATCAACATG
CTAGATCCAATGCCTTGAATAATATAAAGCA
CTTTTTCGGTTAGATTTTTAAAATTTTCATTCC
TTA 
CP002076 
Região: 
193239..193336 
My-UM037 
GAAGAGTTCAAAAACAAAACCGAAAAATTG
TTTTACATTGTTCAAGGGGTGGGATCGAGCA
TGCTCATAACTTGGATTAGTTACGAGAT 
CP005492 
Região: 
408441..408544 
Jp-Phage-KHP40 
GAAGATTTTAGGAACAAAGCCGAAAAAGTGT
TTTTCATTATTCAAGGCGTGGGATCGAGCGC
GCTAATCACATGGATAAGCTACGA 
AB731695 
Região: 
21120..21201 
Hac* 
TTTGAAACCCAAACCGAAAAAGCGTTGTATA
TCATCCAAGGAATAGGATCTAGCATGCTCAT
CACATGGATTTGTTATGAGATC 
AM260522 
Região: 
1419881..1419965 
* Hac  Helicobacter acinonychis, estirpe sheeba 
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Figura 15- Árvore filogenética do gene da holina usando o método “Maximum Likelihood” com o modelo 
Kimura two-parameter para estimativa das distâncias e o bootstrap com 1000 réplicas. O país de origem está 
indicado antes da identificação de cada estirpe: Sn- Senegal; Pt- Portugal; Sw- Suécia; Vn- Vietnam; Il- Israel; 
Tw- Taiwan; Uk- Reino Unido; My- Malásia; Jp- Japão; Per- Peru. A patologia está indicada no fim da 
identificação de cada estirpe: G- Gastrite, e U- Úlcera Péptica 
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Figura 16- Árvore filogenética do gene da holina usando o método “Neighbor-joining” com o modelo Kimura 
two-parameter para estimativa das distâncias e o bootstrap com 1000 réplicas. O país de origem está indicado 
antes da identificação de cada estirpe: Sn- Senegal; Pt- Portugal; Sw- Suécia; Vn- Vietnam; Il- Israel; Tw- 
Taiwan; Uk- Reino Unido; My- Malásia; Jp- Japão; Per- Peru. A patologia está indicada no fim da 
identificação de cada estirpe: G- Gastrite, e U- Úlcera Péptica 
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3.3. Características dos lipossomas desenvolvidos 
Com o objetivo de desenvolver formulações para a entrega de fármacos à bactéria Gram-
negativa H. pylori foram preparadas várias formulações lipossomais utilizando diferentes 
composições lipídicas. Os lipossomas foram preparados pelo método do filme lipídico ou pelo 
método da desidratação-reidratação fazendo variar quer a concentração de lípido inicial quer a 
razão molar dos componentes lipídicos. Todos os lipossomas desenvolvidos foram caracterizados 
quanto à concentração de lípido, tamanho médio das partículas e respetivo índice de polidispersão 
e potencial zeta, nos casos em que foram encapsulados fármacos foi também determinada a 
concentração final destes e a eficácia de encapsulação dos sistemas. Na Tabela 12 são 
apresentadas as características dos lipossomas utilizados em microscopia de fluorescência.  
Tabela 12- Principais características dos lipossomas utilizados no ensaio de microscopia de fluorescência (MF). 
Neste estudo foram utilizadas duas formulações base com e sem a inclusão do fosfolípido 
fusogénico DOPE. A estas formulações foi adicionada a sonda Rh-PE que vai marcar a bicamada 
lipídica. Os resultados mostram que todas as formulações são compostas por populações 
homogéneas de vesiculas com um tamanho médio próximo dos 200 nm. O procedimento 
experimental utilizado é adequado uma vez que não foram observadas perdas de lípido 
significativas. Os parâmetros experimentais obtidos mostram que a inclusão do DOPE e da Rh-
PE não afetam características das formulações com a exceção do potencial zeta (ξ) no caso das 
formulações preparadas com 30 mM lípido total. 
Nos estudos de entrega de fármacos os lipossomas foram preparados pelo método da 
desidratação-reidratação partindo de uma concentração de vancomicina (Van) ou lisozima (Liso) 
de 4000 µg/mL e uma concentração de lípido total de 20 mM. No final do processo de preparação 
as formulações foram concentradas 6 vezes, diminuindo o volume de ressuspensão do sedimento 
após a ultracentrifugação. Desta forma é possível obter suspensões lipossomais com as 
Composição lipídica 
(razão molar) 
[Lip]i 
(mM) 
[Lip]f 
(mM) 
Ø 
(nm) 
InP ξ 
(mV) 
DPPC:Chol:Rh-PE 
(8:2:0,1) 
30 26,9 ± 0,09 187 ± 2,8 0,190 -13,0 ± 0,3 
DPPC:Chol:DOPE:Rh-PE 
(8:1:1:0,1) 
30 28,7 ± 0,09 150 ± 0,7 0,067 -15,3 ± 2,8 
Com exceção da coluna [Lip]i, cada valor representa a média ± desvio padrão correspondentes a triplicados. 
[Lip]i:valor teórico da concentração lipídica utilizada;  [Lip]f: concentração final do lípido total. 
Ø: diâmetro médio das partículas; InP: índice de polidispersão; ξ: Potencial Zeta das partículas 
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concentrações de fármacos desejadas num volume apropriado para o ensaio para o qual foram 
preparados.  
De modo a perceber qual a influência do principal fosfolípido constituinte das formulações 
na eficácia de encapsulação de cada fármaco, foram estudadas duas composições lipídicas com 
dois fosfolípidos com diferentes temperaturas de transição de fase. Os resultados obtidos para os 
vários parâmetros de caracterização das formulações estão sumariados na Tabela 13. 
Tabela 13- Parâmetros de caracterização das formulações de lipossomas utilizadas nos ensaios de entrega de 
fármacos e de microscopia eletrónica de transmissão. 
Observa-se que, para ambos os fármacos, as eficácias de encapsulação não são muito 
elevadas e não dependem da composição lipídica, variando de 10,6-13,5 % e de 26,7-32,4% para 
a Van e Liso, respetivamente. Em contrapartida, tendo em conta que a concentração teórica inicial 
de lípido seria de 120 mM (6 x 20mM), o rendimento do processo referente ao lípido é muito 
elevado variando, nos casos estudados, entre cerca de 76 a 98 %. As outras características destas 
formulações, como o diâmetro médio das partículas, índice de polidispersão e potencial zeta estão 
de acordo com o esperado. 
Composição lipídica 
(razão molar) 
Farm 
[Lip]f 
(mM) 
[Farm]f 
(µg/mL) 
E.E. 
(%) 
Ø 
(nm) 
InP 
ξ 
(mV) 
DPPC:CHEMS:DOPE 
(2:4:4) 
Van 117 ± 0,4 2494 ± 175 10,6 131 ± 1,8 0,153 -28,1 ± 0,8 
Liso 108 ± 0,3 5802 ± 105 26,7 196 ± 2,8  0,260 -16,9 ± 0,6 
- 114 ± 0,3 - - 135 ± 1,3 0,182 -24,2 ± 3,1 
PC:CHEMS:DOPE 
(2:4:4) 
Van 91 ± 0,1 2454 ± 70 13,5 131 ± 0,9 0,176 -25,1 ± 1,2 
Liso 112 ± 0,5 7234 ± 245 32,4 130 ± 1,0 0,132 -24,3 ± 2,8 
- 100 ± 0,2 - - 126 ± 1,3 0,204 -24,1 ± 1,8 
Os resultados são a média ± desvio padrão de n=3 experiências independentes. 
Farm: fármaco encapsulado em cada 
formulação; 
[Lip]f: concentração final do lípido total; 
Ø: diâmetro médio das partículas; 
[Farm]f: Concentração final do fármaco; 
E.E.- Eficácia de encapsulação;  
InP: índice de polidispersão; 
ξ: Potencial Zeta das partículas; 
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3.4. Ensaios 
3.4.1. Ensaio de relação entre concentração de H. pylori e OD600 
Foi medida a OD600 da diluição de 1:10 da suspensão bacteriana em PBS cujo resultado foi 
de 0,316. A contagem de unidades formadoras de colónias após três dias de incubação a 37ªC em 
ambiente de microaerofilia foi não-contável para as diluições de 10-1 a 10-5 e para as restantes 
diluições foram contadas 43 colónias para 10-6, 29 colónias para a diluição 10-7, 19 colónias para 
10-8, 28 colónias para a diluição 10-9, 21 colónias para 10-10, 10 colónias para a diluição 10-11 e 12 
colónias para a diluição 10-12. Estes resultados estão descritos na Tabela 14 e a Figura 17 é uma 
fotografia das placas aquando a contagem das colónias. 
Tabela 14- Contagem das colónias para cada uma das diluições realizadas. N/C – Colónias não contáveis 
Diluição Nº Colónias 
10-1 N/C 
10-2 N/C 
10-3 N/C 
10-4 N/C 
10-5 N/C 
10-6 43 
10-7 29 
10-8 19 
10-9 28 
10-10 21 
10-11 10 
10-12 12 
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Figura 17- Placa de meio seletivo de H. pylori com 20 µL de cada diluição. (a) Diluições de 10-1 até 10-6; (b) 
Diluições de 10-7 até 10-12. 
Utilizando a menor diluição com colónias contáveis (10-6 com 43 colónias) tem-se que 
43 × 106
0,02
= 2,15 × 109 𝑈𝐹𝐶/𝑚𝐿 
Relacionando com a absorvância a 600 nm medida previamente de 0,316 para a diluição 
1:10, temos que 1 OD600 da suspensão original corresponde a uma concentração de  
2,15 × 109
0,316 × 10
= 6,8 × 108𝑈𝐹𝐶/𝑚𝐿 𝑒𝑚 1 𝑂𝐷600 
Desta forma consideramos que 1 OD600 corresponde a uma concentração de 6,8x108 UFC/mL 
de H. pylori em PBS. 
3.4.2. Microscopia de fluorescência 
O ensaio de microscopia de fluorescência foi realizado para a formulação lipossomal 
DPPC:Chol:DOPE 8:1:1 e DPPC:Chol 8:2 às concentrações de 10 mM e 2 mM com uma 
concentração bacteriana de 108 UFC/mL para a estirpe de H. pylori 26695. Foi observado num 
microscópio de fluorescência através de dois filtros um com o comprimento de onda de emissão 
a 456 nm e o outro a 571 nm de forma a observar a emissão de azul do DAPI e da rodamina 
respetivamente para cada área visualizada. As imagens foram guardadas e tratadas posteriormente 
de forma a obter uma imagem da sobreposição dos dois filtros na mesma área de forma a verificar 
se existe ou não fusão com as bactérias. As fotografias de uma das áreas observadas não tratadas 
e a imagem após sobreposição estão na Figura 18. 
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Figura 18- Imagens de microscopia de fluorescência da incubação dos lipossomas com a formulação 
DPPC:Chol:DOPE 8:1:1 a 10 mM com a estirpe H. pylori 26695 por 1 hora a 37 °C. (a) H. pylori marcada com 
DAPI (comprimento de onda de emissão a 456 nm); (b) lipossomas marcados com rodamina (comprimento de 
onda de emissão a 571 nm) e (c) sobreposição das imagens (a) e (b). 
Com o objetivo de obter imagens de lipossomas não extrudados de forma a verificar a sua 
estrutura mais básica foram preparados lipossomas com carboxifluoresceína, um marcador dos 
compartimentos aquosos. A Figura 19 inclui 4 fotografias em que esta estrutura está bem 
delimitada através da observação num microscópio de fluorescência. 
 
Figura 19- Imagens de lipossomas com carboxifluoresceína, um marcador dos compartimentos aquosos, pelo 
que as áreas pretas a delimitar os anéis verdes correspondem à bicamada lipídica dos lipossomas. 
3.4.3. Ensaio de entrega de fármacos em bactérias Gram-negativas 
O MIC da vancomicina em H. pylori B45, E. coli B e C. jejuni CCUG 11284 foi testado pelo 
E-test, tendo sido observado que as bactérias H. pylori B45 e C. jejuni CCUG 11284 são 
resistentes à vancomicina (MIC > 256 µg/mL), enquanto a bactéria E. coli B tem um MIC de 128 
µg/mL como pode ser observado na Figura 20.  
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Figura 20- E-test da vancomicina em (a) H. pylori B45; (b) C. jejuni CCUG 11284 e (c) E. coli B com seta a 
indicar a zona de inibição de crescimento bacteriano. 
A MIC50 das várias formulações lipossomais e dos fármacos livres foi obtida através da 
subtração dos valores de absorvância a 600 nm antes da incubação aos valores de absorvância a 
600 nm após incubação de 24 horas para E. coli B e C. jejuni CCUG 11284 e 48 horas para as 
estirpes de H. pylori B45 e 26695. Estes valores são apresentados da Tabela  C-1 à Tabela  C-16 
do Anexo C. O ensaio foi repetido para cada bactéria e foi considerada para a MIC50 a média dos 
valores obtidos com as diferenças de absorvância de cada ensaio. 
Na Tabela 15 estão os valores obtidos para a MIC50 em termos de concentração de fármaco 
e concentração de lípido para cada bactéria e formulação testada. A concentração de fármaco foi 
utilizada para comparação com o fármaco livre e a concentração de lípido é usada para comparar 
com os valores obtidos para os lipossomas vazios 
Tabela 15- Valores obtidos da MIC50 da concentração de fármaco (µg/mL) e da concentração de lípido (mM) de 
cada composto testado para cada bactéria. 
  Vancomicina Lisozima Vazio 
  DPPC PC Livre DPPC PC Livre DPPC PC 
E. coli B 
Fármaco 
(µg/mL) 
128 128 32 >1024 1024 >1024 - - 
Lípido 
(mM) 
6 4,8 - >19,01 15,8 - >24 >19 
C. jejuni 
CCUG 
11284 
Fármaco 
(µg/mL) 
512 512 >512 1024 >1024 >1024 - - 
Lípido 
(mM) 
24 19 - 19,01 >15,8 - 24 19 
H. pylori 
B45 
Fármaco 
(µg/mL) 
256 512 >512 1024 >1024 >1024 - - 
Lípido 
(mM) 
12 19 - 19,01 >15,8 - 1,5 2,4 
H. pylori 
26695 
Fármaco 
(µg/mL) 
>512 >512 8 >1024 >1024 32 - - 
Lípido 
(mM) 
>24 >19 - >19,01 >15,8 - >24 >19 
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3.4.4. Microscopia eletrónica de transmissão 
O ensaio de microscopia eletrónica de transmissão foi realizado de forma a observar a 
interação dos lipossomas com as formulações DPPC:CHEMS:DOPE 2:4:4 e PC:CHEMS:DOPE 
2:4:4 e diferentes bactérias, nomeadamente H. pylori B45, C. jejuni CCUG 11284 e E. coli B. Foi 
possível verificar que os lipossomas de ambas as formulações se encontram à superfície das 
bactérias, maioritariamente nas suas extremidades (Figura 21 e Figura 22), no entanto não é 
possível concluir através deste método se existe ou não fusão destas formulações com as bactérias 
observadas, pelo que foi também realizada uma observação por microscopia eletrónica pelo 
método de preparação de secções ultra finas (Figura 23). 
 
Figura 21- Microscopia eletrónica de transmissão por negative staining do ensaio realizado com a bactéria 
H. pylori B45 e a formulação DPPC:CHEMS:DOPE. A barra representa 0,5 µm. 
 
Figura 22- Microscopia eletrónica de transmissão por negative staining do ensaio realizado com a bactéria 
C. jejuni CCUG 11284 e a formulação DPPC:CHEMS:DOPE. A barra representa 0,5 µm. 
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Figura 23- Microscopia eletrónica de transmissão por fixation embedding and sectioning do ensaio realizado 
com a bactéria H. pylori B45 e a formulação DPPC:CHEMS:DOPE. Possível fusão de lipossoma com a 
membrana externa da bactéria indicada pela seta. A barra representa 0,5 µm. 
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4. Discussão 
Pesquisa do gene da holina em estirpes de H. pylori 
A pesquisa do gene da holina revelou que 32,4 % das 176 estirpes analisadas são positivas 
para este gene e que destas 87,7 % são também positivas para o gene da integrase. Após análise 
estatística é possível verificar que existe uma associação entre a presença do gene da integrase e 
do gene da holina na mesma estirpe (p<0,0001), o que sugere uma associação entre os genes, ou 
seja, o gene da holina está presente maioritariamente em genomas que tenham também o gene da 
integrase, o que poderá ser indicativo de presença maioritária de profagos de maior dimensão, 
semelhantes ao genoma de 1961P [30] entre outros, e não a profagos claramente incompletos, 
como o caso do profago identificado na estirpe B38 [49]. 
Quanto à relação entre a patologia e a presença do gene da holina no genoma, estudada pelo 
teste de Fisher devido à dimensão da amostra, foi obtido um valor de p=0,0301, que sendo inferior 
a 0,05 indica uma associação entre os dois grupos. A dimensão reduzida do número de estirpes 
positivas para cada patologia particular diminui a confiança nesta associação. No entanto, foi clara 
a diferença da prevalência da presença do gene da holina consoante a patologia: úlcera péptica 
37,3%, gastrite 30,8%, adenocarcinoma gástrico 0% e linfoma de MALT 75,0%. De facto, a 
percentagem de presença do gene da holina é superior nas estirpes isoladas de doentes com úlcera 
péptica, podendo existir uma associação entre esta patologia e a presença do gene de holina. Esta 
associação deve ser confirmada em estudos posteriores. O valor de p na análise chi-quadrado da 
relação entre a patologia e a presença do gene da integrase descrito por Timóteo [82] foi de 
0,0479, que tal como o obtido para o gene da holina, é um valor próximo de 0,05 mas inferior, 
havendo uma associação também entre a patologia e a presença do gene da integrase, também 
neste caso com percentagem superior de presença do gene da integrase nas estirpes isoladas de 
doentes com úlcera péptica. Para confirmação desta associação seria importante aumentar a 
dimensão da amostra, particularmente nas patologias com poucas estirpes testadas. 
Em Timóteo [82] verificou-se que não existe associação entre a origem da estirpe e a 
presença do gene da integrase, tendo sido obtido um valor de p de 0,4419 após análise pelo teste 
do chi-quadrado. O valor de p obtido pelo teste de Fisher entre a origem da estirpe e a presença 
do gene da holina foi de 0,228. Ambos os valores são superiores a 0,05 o que indica a existência 
de independência entre a origem geográfica da estirpe e a presença dos genes da integrase e da 
holina. 
Estes dados levantam a hipótese de que os genes da holina e da integrase estão presentes em 
profagos completos e que presença de profagos varia conforme a patologia a que a estirpe está 
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associada, o que por sua vez poderá representar a possibilidade de fatores de patogenicidade de 
H. pylori estarem relacionados com a presença de profagos no genoma bacteriano.  
Árvores filogenéticas do gene da holina 
Do cluster A da árvore filogenética construída pelo método Maximum Likelihood (Figura 15) 
mantém-se a proximidade entre as estirpes India7 e My-UM037 para o cluster A da árvore 
construída pelo método Neighbor-Joining (Figura 16), com valores de bootstrap de 68 e 73, 
respetivamente, estas estirpes correspondem a profagos com o genoma totalmente sequenciado e 
publicado em bases de dados públicas. Também as estirpes Uk-EN31-U e Uk-EN32-U estão no 
mesmo cluster nas duas árvores, com valores de boostrap de 98 e 99. Na árvore filogenética 
construída pelo método Maximum Likelihood as estirpes My-UM299 e My-UM032 que 
apresentam um valor de bootstrap de 98 estão no cluster A, no entanto na árvore construída pelo 
método Neighbor-Joining estas mesmas estirpes mantêm o valor de bootstrap mas encontram-se 
no cluster C. 
O cluster B das duas árvores filogenéticas para o gene da holina contêm as mesmas estirpes 
e o valor de bootstrap difere apenas de 50 para 51 para um subcluster de 6 estirpes (Sn-DAK40-
U, Pt-4497-U, Pt-5313-G, Il-3180-G, Pt-B92-G, Pt-1918-U) que se mantêm em ambas as árvores. 
O cluster C de ambas as árvores apresenta um subcluster composto por 7 estirpes (Sw-C520-
G, Vn-HN75-G, Vn-GHN75-G, Pt-5303-G, Sw-C166-G, Pt-4481-G, Pt-259/01-G), com valores 
de bootstrap de 99 e 98, sendo todas provenientes de pacientes com gastrite e dividindo-se em 3 
origens, Portugal, Suécia e Vietnam.  
Resumidamente nota-se que estirpes com mesma proveniência geográfica tendem a assumir 
posições próximas na árvore filogenética. 
Características dos lipossomas desenvolvidos 
Os lipossomas preparados apresentaram um diâmetro médio inferior a 200 nm, que era um 
dos objetivos pretendidos, pois não só esse tamanho permite a esterilização através da filtração 
com poros de 0,22 µm como também existem estudos que indicam a presença de partículas entre 
os 100 a 200 nm de diâmetro nos espaços intercelulares, sugerindo uma maior facilidade das 
partículas deste tamanho atravessarem as barreiras biológicas, como a mucosa gástrica [83]. 
Quanto ao potencial zeta, foram obtidos valores semelhantes aos apresentados por 
Bardonnet, et al [9] nas formulações preparadas com colesterol. É possível verificar também uma 
diferença de valores para as formulações preparadas com colesterol das preparadas com CHEMS, 
sendo que estas últimas são mais eletronegativas.  
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Nos estudos de encapsulação de fármacos em lipossomas, a eficácia de encapsulação obtida 
para a vancomicina, entre 10,65 % e 13,5 %, foi inferior aos 65,8% apresentados por Nicolosi et 
al. [7] para uma formulação lipossomal semelhante. A principal diferença entre os dois estudos 
diz respeito ao método de preparação dos lipossomas, Nicolosi et al. [7] utiliza o método de fase 
reversa (REV), ao contrário dos lipossomas utilizados para este trabalho que foram preparados 
pelo método de desidratação-reidratação. Na literatura, ambos os métodos apresentam como uma 
das suas vantagens o aumento da eficácia de encapsulação de moléculas hidrófilas [84]. Em 
particular o método da desidratação-reidratação tem sido muito utilizado para a encapsulação de 
enzimas porque envolve condições suaves que não afetam a atividade enzimática. Por outro lado 
o método REV envolve a utilização de solventes orgânicos na presença do fármaco podendo 
alterar a sua atividade terapêutica [85]. A escolha do método de desidratação-reidratação recaiu 
sobre o mais semelhante ao utilizado nos restantes estudos deste trabalho e que expõe menos o 
antibiótico a condições adversas durante a preparação das vesículas, no entanto é necessário uma 
otimização deste método para as formulações estudadas para ser possível obter uma maior eficácia 
de encapsulação 
Ensaio OD 
Este ensaio permitiu confirmar a relação entre absorvância e concentração bacteriana numa 
suspensão. O valor de concentração da bactéria em 1 OD600 obtido neste ensaio foi de 
6,8x108 UFC/mL, sendo um valor próximo do descrito na literatura de 2x108 UFC/mL [81], pelo 
que para os cálculos de concentração bacteriana em suspensão foi utilizada a relação 
1 OD600 = 2x108 UFC/mL. 
Ensaios de contacto 
Foram realizados diferentes ensaios de contacto lipossoma-bactéria de forma a ser possível 
identificar qual o melhor ensaio para determinar se uma formulação lipossomal é ou não eficaz 
em H. pylori. Inicialmente nestes ensaios foram usados lipossomas vazios, uma vez que não era 
avaliada a morte celular, numa segunda fase foram escolhidos fármacos que quando 
administrados de forma livre não provocam de forma eficaz a lise celular de bactérias Gram-
negativas de forma a verificar se encapsuladas nas formulações lipossomais seriam capazes de 
atravessar a membrana externa e atuar ao nível do peptidoglicano de forma a provocar a lise 
celular avaliando a capacidade de fusão dos lipossomas. 
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Microscopia de fluorescência 
As imagens de microscopia de fluorescência após a sobreposição das fotografias obtidas com 
cada um dos filtros não sugerem a fusão dos lipossomas com a bactéria. Apesar de terem sido 
utilizadas diferentes concentrações de bactérias e lipossomas de forma a identificar quais as 
melhores concentrações para o ensaio, a lavagem da solução após incubação de forma a retirar o 
excesso de lipossomas não agregados às bactérias, uma vez que o volume era bastante reduzido 
não formando um pellet visível após centrifugação, pode ter levado a uma perda de bactérias e/ou 
lipossomas. As condições de incubação precisam de ser otimizadas para aumentar a confiança 
nos resultados obtidos. Este ensaio foi baseado no estudo de Bardonnet, et al. [9] em que foi 
realizado um ensaio de microscopia de fluorescência cujas conclusões foram positivas para a 
fusão dos lipossomas com H. pylori, no entanto o ensaio as estirpes testadas foram diferentes das 
usadas neste trabalho tal como as formulações lipossomais tinham uma composição diferente, o 
que poderá explicar as diferentes conclusões obtidas, Bardonnet, et al. [9] utiliza as formulações 
DPPC:Chol 8:2, DPPC:Fuc-E4-Chol:Chol 8:1:1, Epikuron 170:Chol 8:2 e Epikuron 170:Fuc-E4-
Chol:Chol 8:1:1, sendo Fuc-E4-Chol um neoglicolípido, em comparação com as formulações 
desenvolvidas neste trabalho apenas o lípido DPPC e o colesterol estão presentes em ambos os 
estudos. Além de terem sido testadas diferentes estirpes e lipossomas, foi utilizado o marcador 2-
(12-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-il) amino) dodecanoil-1-hexadecanoil-sn-glicero-3- 
fosfatidilcolina (NBD-PC) em vez de Rh-PE para a marcação dos lipossomas, no entanto esta 
diferença não deverá ter impacto na obtenção das imagens por microscopia de fluorescência. 
São necessários mais estudos destas formulações para uma conclusão mais determinante 
sobre a eficácia das mesmas na fusão com H. pylori. Poderá ser relevante estudar a inserção do 
neoglicolípido utilizado por Bardonnet, et al. [9] nas formulações a preparar no âmbito deste 
trabalho, de forma a verificar se existem alterações de eficácia da fusão dos lipossomas com H. 
pylori. Uma alternativa a esta técnica de microscopia de fluorescência será a microscopia 
eletrónica de transmissão por negative staining, uma vez que os lipossomas podem ser demasiado 
pequenos e as manchas visualizadas através do filtro para a rodamina possam ser artefactos. A 
utilização de TEM é discutida em baixo. 
Ensaio de entrega de fármacos 
Baseado em Nicolosi, et al. [7], o principal objetivo deste ensaio é determinar se existe ou 
não fusão dos lipossomas com a membrana externa das bactérias estudadas, H. pylori estirpes 
B45 e 26695. C. jejuni CCUG 11284 e E. coli B. Para tal foram utilizados lipossomas com 
vancomicina ou lisozima incorporadas pois estes fármacos não atuam de forma livre em H. pylori, 
C. jejuni ou E. coli, verificado experimentalmente, devido à sua parede celular que contendo uma 
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membrana externa torna o peptidoglicano inacessível, permitindo assim verificar se os lipossomas 
conseguem entregar os fármacos ao espaço periplásmico através da fusão com a membrana 
externa. 
As formulações usadas foram baseadas no estudo de Nicolosi, et al. [7], que utilizou a 
formulação DPPC:CHEMS:DOPE 2:4:4, uma vez que obteve resultados positivos quanto à ação 
dos lipossomas na entrega de vancomicina a bactérias Gram-negativas, nomeadamente E.coli, 
Klebsiella spp., P. aeruginosa e A. baumannii, no entanto H. pylori não estando incluída nas 
bactérias testadas, foi considerado relevante testar a mesma formulação em estirpes de H. pylori, 
tendo sido testadas as formulações DPPC:CHEMS:DOPE 2:4:4 e PC:CHEMS:DOPE 2:4:4. 
Foram utilizados lipossomas vazios de cada formulação testada como controlo de que os 
componentes lipídicos por si só não são tóxicos para as bactérias e, no caso de existir lise celular, 
são apenas os fármacos que têm influência na morte celular. Da mesma forma, foram testadas 
soluções aquosas dos fármacos livres para confirmar que a sua ação é menos eficaz em 
comparação com a entrega com lipossomas. 
Comparando os resultados obtidos com a vancomicina e com a lisozima é possível verificar 
que a vancomicina é mais eficaz que a lisozima uma vez que apresenta valores para a MIC50 
inferiores. No entanto, entre as formulações com DPPC ou PC não existe uma diferença 
substancial, exceto no caso de H. pylori B45 em que a formulação com DPPC apresenta valores 
para a MIC50 inferiores à da formulação com PC, ambas com vancomicina. 
Analisando o controlo dos lipossomas vazios verifica-se que apenas para os casos de E. coli B 
e H. pylori 26695 é que não foram registados valores para os quais tenha existido lise celular, no 
entanto para E. coli B a vancomicina livre tem um valor de MIC50 inferior aos obtidos para as 
formulações lipossomais com vancomicina incorporada, o que poderia sugerir uma libertação do 
fármaco para o meio em vez de se dar a fusão do lipossoma com a membrana externa, mas no 
caso de H. pylori 26695 apenas os fármacos livres apresentaram valores para a MIC50 excluindo 
assim a hipótese de libertação de fármaco para o meio pois este fenómeno não se verificou nos 
ensaios com todas as bactérias. No estudo de Nicolosi, et al. [7] as estirpes de E. coli apresentaram 
resistência à vancomicina quando administrada de forma livre (MIC> 512 µg/mL) e um valor de 
MIC da vancomicina entregue através de lipossomas de 6 a 25 µg/mL, pelo contrário, neste estudo 
o valor da MIC50 para a vancomicina livre é inferior ao dos lipossomas, isto poderá ter ocorrido 
devido à utilização de estirpes de E. coli diferentes e a composições lipossomais diferentes.  
Para C. jejuni CCUG 11284 e H. pylori B45 os lipossomas vazios apresentam valores de 
MIC50 iguais e inferiores, respetivamente, aos obtidos pelas formulações lipossomais com 
fármacos incorporados, no entanto as formulações com lisozima não apresentam valores para os 
quais se dá a redução da população bacteriana para metade permitindo rejeitar a hipótese de que 
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a ação dos componentes dos lipossomas por si só poderiam ser tóxicos, deixando a possibilidade 
de ter ocorrido um erro na preparação dos lipossomas vazios ou na sua aplicação no ensaio. 
Para a continuação deste estudo seria necessário testar mais estirpes de H. pylori uma vez 
que as duas testadas apresentaram resultados distintos e será necessário encontrar uma formulação 
que provoque a lise celular num leque mais abrangente de estirpes. A utilização de lisozima 
comercial poderá ser descartada em ensaios futuros, podendo ser substituída por outro composto 
ou testando apenas a vancomicina. 
É ainda de referir que o valor da absorvância após incubação foi relativamente baixo para 
todas as espécies, sendo particularmente baixo para H. pylori e C. jejuni, que são dificilmente 
cultiváveis em meio liquido. Por outro lado, a inexistência de agitação e o pequeno volume de 
meio de cultura utilizado podem ser outros fatores a limitar a interpretação dos resultados. Sendo 
assim, sugere-se que seja introduzida agitação e que as culturas sejam acompanhadas diariamente 
ate atingirem uma OD de cerca de 1,0. Deve, assim, ser estudado qual o melhor tempo de 
incubação, uma vez que a vancomicina é um antibiótico de ação lenta [86], pelo que poderá ser 
necessário um maior tempo de incubação. De um modo global e apesar das limitações expostas, 
observa-se uma tendência de diminuição da absorvância, logo do crescimento bacteriano, nos 
casos em que é adicionado à cultura lipossomas com vancomicina incorporada, o que é sugestivo 
da sua aplicabilidade, apesar do método e das composições lipossomais necessitarem de serem 
otimizadas.  
Existe também a necessidade de um controlo positivo, que não está presente no estudo 
realizado, pois por si só os valores de absorvância não são suficientes para determinar se existiu 
algum problema durante o ensaio que implique os resultados obtidos. Este controlo positivo 
idealmente seria um fármaco que provocasse a lise celular em H. pylori a uma concentração 
conhecida, como por exemplo recorrer a um antibiótico a que a bactéria seja sensível.  
Um ensaio alternativo, ou complementar, a este seria trabalhar em meio sólido. Para tal, é 
possível impregnar discos estéreis nas diversas diluições das suspensões lipossomais ou soluções 
dos fármacos e coloca-los numa placa com meio de cultura seletivo e a bactéria espalhada à 
semelhança do realizado para o E-test e observar o halo após incubação nas condições ótimas de 
cada bactéria. Outro método semelhante consiste em aplicar as soluções a testar em poços feitos 
no agar do meio de cultura, seguido de incubação e determinação do halo de inibição. 
TEM 
Nas imagens obtidas por negative staining é possível observar uma agregação de lipossomas 
particularmente nas extremidades das bactérias, o que sugere uma fusão dos lipossomas com a 
bactéria, que foi verificado através da análise de cortes finos observados por TEM. 
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As imagens de corte mostram algumas evaginações que poderão corresponder à fusão das 
vesículas. Foram também observadas várias bactérias sem parede celular o que se pode dever à 
destruição do peptidoglicano pelos fármacos entregues no espaço periplásmico com sucesso.  
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5. Conclusão 
A presença do gene da integrase numa estirpe de H. pylori está associada à presença do gene 
da holina, sendo possível desta forma que também a presença do gene da lisina esteja relacionada 
com a presença destes genes. 
A eficácia de encapsulação dos fármacos nas formulações lipossomais estudadas necessita 
de ser otimizada, por forma aumentar esta eficácia. 
O ensaio de microscopia de fluorescência não permitiu observações claras, tendo sido 
concluído que é mais adequado utilizar microscopia eletrónica de transmissão para este estudo. A 
microscopia eletrónica revelou a agregação de lipossomas maioritariamente nas extremidades de 
H. pylori e as amostras preparadas em secções finas mostraram possíveis fusões de lipossomas 
com a membrana externa da bactéria. 
O ensaio realizado para verificar a MIC dos fármacos encapsulados em lipossomas 
apresentou valores distintos para as espécies testadas pelo que seria relevante repetir o ensaio num 
maior número de estirpes. Notou-se uma tendência de inibição do crescimento bacteriano 
proporcional à concentração de lipossomas com vancomicina encapsulada, sendo porém 
necessário proceder à otimização da composição dos lipossomas e das condições do ensaio de 
determinação da concentração mínima inibitória. 
As imagens TEM indicam que os lipossomas podem ser adequados para a entrega de 
fármacos ao espaço periplásmico de H. pylori, sendo necessário estudar ajustes às formulações 
para otimização da eficácia de entrega de fármacos. 
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Tabela A-1- Exemplos de diferentes lípidos utilizados na composição de lipossomas e respetivas temperaturas 
de transição de fase e carga a pH 7,4. Adaptado de [52]. 
  
Fosfolípido (X) Cadeia hidrocarbonada (R1 e R2) Abreviatura 
Tc 
(°C) 
Carga a 
pH 7,4 
Fosfatidilcolina (PC) 
1,2-Dilauroil-sn-glicero-3-
fosfocolina 
DLPC -1 0 
1,2-Dimiristoil-sn-glicero-3-
fosfocolina 
DMPC 23 0 
1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfocolina 
DPPC 41 0 
1,2-Diasteroil-sn-glicero-3-
fosfocolina 
DSPC 55 0 
1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina DOPC -20 0 
Fosfatidiletanolamina 
(PE) 
1,2-Dimiristoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina 
DMPE 50 0 
1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina 
DPPE 63 0 
1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina 
DOPE -16 0 
Ácido fosfatídico (PA) 
1,2-Dimiristoil-sn-glicero-3-fosfato DMPA 50 -1.3 
1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfato DPPA 67 -1.3 
1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-fosfato DOPA -8 -1.3 
Fosfatidilglicerol (PG) 
1,2-Dimiristoil-sn-glicero-3-[fosfo-
rac-(1-glicerol)] 
DMPG 23 -1 
1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-[fosfo-
rac-(1-glicerol)] 
DPPG 41 -1 
1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-[fosfo-rac-
(1-glicerol)] 
DOPG -18 -1 
Fosfatidilserina (PS) 
1,2-Dimiristoil-sn-glicero-3-(fosfo-
L-serina) 
DMPS 35 -1 
1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-(fosfo-
L-serina) 
DPPS 54 -1 
1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-(fosfo-L-
serina) 
DOPS -11 -1 
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Anexo B 
Tabela B-1- Listagem das estirpes analisadas quanto à presença do gene da holina com indicação da patologia a 
partir da qual foi isolada, origem geográfica e resultado da pesquisa dos genes da integrase e da holina. 
Estirpe Patologia Origem Integrase Holina 
2417 Úlcera Péptica Europa Positivo Positivo 
569 Úlcera Péptica Europa Positivo Positivo 
EN 31 Úlcera Péptica Europa Positivo Positivo 
EN32 Úlcera Péptica Europa Positivo Positivo 
212/ Úlcera Péptica Europa Positivo Positivo 
1293/ Úlcera Péptica Europa Positivo Positivo 
1918/ Úlcera Péptica Europa Positivo Positivo 
2484/ Úlcera Péptica Europa Positivo Positivo 
927/03 Úlcera Péptica Europa Positivo Positivo 
B12 Úlcera Péptica Europa Positivo Positivo 
B22 Gastrite Europa Positivo Positivo 
B51 Úlcera Péptica Europa Positivo Positivo 
B89 Gastrite Europa Positivo Positivo 
B92 Gastrite Europa Positivo Positivo 
B101 Gastrite Europa Positivo Positivo 
B104 Úlcera Péptica Europa Positivo Positivo 
85/99 Gastrite Europa Positivo Positivo 
259/01 Gastrite Europa Positivo Positivo 
670/99 Gastrite Europa Positivo Positivo 
G12 Gastrite Europa Positivo Positivo 
GHN75 Gastrite Ásia Positivo Positivo 
G09-260 Gastrite Ásia Positivo Positivo 
C166 Gastrite Europa Positivo Positivo 
C388 Gastrite Europa Positivo Positivo 
C520 Gastrite Europa Positivo Positivo 
C577 Gastrite Europa Positivo Positivo 
TRIPLE 90 Úlcera Péptica Ásia Positivo Positivo 
B27 Linfoma MALT Europa Positivo Positivo 
B38 Linfoma MALT Europa Positivo Positivo 
B64 Linfoma MALT Europa Positivo Positivo 
BON254 Úlcera Péptica Europa Positivo Positivo 
DU34.4 Úlcera Péptica Europa Positivo Positivo 
DAK34 Úlcera Péptica África Positivo Positivo 
DAK40 Úlcera Péptica África Positivo Positivo 
DAK56 Gastrite África Positivo Positivo 
DAK67 Úlcera Péptica África Positivo Positivo 
HN75 Gastrite Ásia Positivo Positivo 
TW254 Úlcera Péptica Ásia Positivo Positivo 
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Tabela B-1 continuação- Listagem das estirpes analisadas quanto à presença do gene da holina com indicação 
da patologia a partir da qual foi isolada, origem geográfica e resultado da pesquisa dos genes da integrase e da 
holina. 
Estirpe Patologia Origem Integrase Holina 
3180 Gastrite Ásia Positivo Positivo 
5303 Gastrite Europa Positivo Positivo 
5313 Gastrite Europa Positivo Positivo 
5322 Gastrite Europa Positivo Positivo 
5771 Gastrite Europa Positivo Positivo 
5783 Úlcera Péptica Europa Positivo Positivo 
6314 Úlcera Péptica Europa Positivo Positivo 
6691 Gastrite Europa Positivo Positivo 
4472 Gastrite Europa Positivo Positivo 
4481 Gastrite Europa Positivo Positivo 
4493 Gastrite Europa Positivo Positivo 
4497 Úlcera Péptica Europa Positivo Positivo 
MONA Úlcera Péptica África Positivo Negativo 
571 Úlcera Péptica Europa Positivo Negativo 
583 Úlcera Péptica Europa Positivo Negativo 
EN 30 Úlcera Péptica Europa Positivo Negativo 
1692/05 Úlcera Péptica Europa Positivo Negativo 
624/99 Úlcera Péptica Europa Positivo Negativo 
713/99 Úlcera Péptica Europa Positivo Negativo 
A8/90 Adenocarcinoma Europa Positivo Negativo 
P14/92 Adenocarcinoma Europa Positivo Negativo 
A15/90 Adenocarcinoma Europa Positivo Negativo 
71/99 Gastrite Europa Positivo Negativo 
1025/ Úlcera Péptica Europa Positivo Negativo 
1191/ Úlcera Péptica Europa Positivo Negativo 
2/99 Gastrite Europa Positivo Negativo 
153/00 Úlcera Péptica Europa Positivo Negativo 
173/00 Gastrite Europa Positivo Negativo 
517/99 Gastrite Europa Positivo Negativo 
808/99 Gastrite Europa Positivo Negativo 
2277/ Úlcera Péptica Europa Positivo Negativo 
2956/ Úlcera Péptica Europa Positivo Negativo 
B8 Gastrite Europa Positivo Negativo 
B23 Úlcera Péptica Europa Positivo Negativo 
B27 Gastrite Europa Positivo Negativo 
B35 Gastrite Europa Positivo Negativo 
B44 Gastrite Europa Positivo Negativo 
B46 Úlcera Péptica Europa Positivo Negativo 
B53 Gastrite Europa Positivo Negativo 
B88 Gastrite Europa Positivo Negativo 
B93 Úlcera Péptica Europa Positivo Negativo 
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Tabela B-1 continuação- Listagem das estirpes analisadas quanto à presença do gene da holina com indicação 
da patologia a partir da qual foi isolada, origem geográfica e resultado da pesquisa dos genes da integrase e da 
holina. 
Estirpe Patologia Origem Integrase Holina 
B98 Gastrite Europa Positivo Negativo 
310/01 Gastrite Europa Positivo Negativo 
312/01 Gastrite Europa Positivo Negativo 
321/01 Gastrite Europa Positivo Negativo 
439/99 Úlcera Péptica Europa Positivo Negativo 
574/02 Úlcera Péptica Europa Positivo Negativo 
655/99 Gastrite Europa Positivo Negativo 
A135 Gastrite Europa Positivo Negativo 
A491 Gastrite Europa Positivo Negativo 
B45 Linfoma MALT Europa Positivo Negativo 
CA34 Adenocarcinoma Europa Positivo Negativo 
CA52 Adenocarcinoma Europa Positivo Negativo 
CA55 Adenocarcinoma Europa Positivo Negativo 
GC43 Adenocarcinoma Europa Positivo Negativo 
DAK138 Gastrite África Positivo Negativo 
B20 Úlcera Péptica Europa Positivo Negativo 
GRA247 Úlcera Péptica Europa Positivo Negativo 
RLB240 Úlcera Péptica Europa Positivo Negativo 
GUI192 Úlcera Péptica Europa Positivo Negativo 
DAK10 Adenocarcinoma África Positivo Negativo 
DAK101 Úlcera Péptica África Positivo Negativo 
C145 Gastrite Europa Positivo Negativo 
GC67 Adenocarcinoma Europa Positivo Negativo 
3199 Gastrite Ásia Positivo Negativo 
3223 Gastrite Ásia Positivo Negativo 
3227 Gastrite Ásia Positivo Negativo 
3238 Gastrite Ásia Positivo Negativo 
3239 Gastrite Ásia Positivo Negativo 
5800 Gastrite Europa Positivo Negativo 
6258 Gastrite Europa Positivo Negativo 
6259 Gastrite Europa Positivo Negativo 
6509 Gastrite Europa Positivo Negativo 
6538 Gastrite Europa Positivo Negativo 
6693 Gastrite Europa Positivo Negativo 
6694 Gastrite Europa Positivo Negativo 
6737 Gastrite Europa Positivo Negativo 
6760 Gastrite Europa Positivo Negativo 
B2E/91 Úlcera Péptica Europa Positivo Negativo 
3148 Gastrite Ásia Negativo Positivo 
3179 Gastrite Ásia Negativo Positivo 
3216 Gastrite Ásia Negativo Positivo 
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Tabela B-1 continuação- Listagem das estirpes analisadas quanto à presença do gene da holina com indicação 
da patologia a partir da qual foi isolada, origem geográfica e resultado da pesquisa dos genes da integrase e da 
holina. 
Estirpe Patologia Origem Integrase Holina 
3235 Gastrite Ásia Negativo Positivo 
3260 Gastrite Ásia Negativo Positivo 
3274 Gastrite Ásia Negativo Positivo 
3279 Gastrite Ásia Negativo Positivo 
3153 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3155 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3163 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3167 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3169 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3172 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3173 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3176 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3178 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3182 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3184 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3189 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3193 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3195 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3205 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3220 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3225 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3229 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3231 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3233 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3241 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3244 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3249 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3257 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3261 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3263 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3264 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3265 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3267 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3270 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3276 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3280 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3282 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3301 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3303 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3305 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
3306 Gastrite Ásia Negativo Negativo 
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Tabela B-1 continuação- Listagem das estirpes analisadas quanto à presença do gene da holina com indicação 
da patologia a partir da qual foi isolada, origem geográfica e resultado da pesquisa dos genes da integrase e da 
holina. 
Estirpe Patologia Origem Integrase Holina 
5763 Gastrite Europa Negativo Negativo 
ASRAF Úlcera Péptica África Negativo Negativo 
BAPOUI Úlcera Péptica África Negativo Negativo 
TALLAT Úlcera Péptica África Negativo Negativo 
GAMAL Úlcera Péptica África Negativo Negativo 
AHMED Úlcera Péptica África Negativo Negativo 
Hor Úlcera Péptica Europa Negativo Negativo 
F102 Úlcera Péptica Europa Negativo Negativo 
F93 Úlcera Péptica Europa Negativo Negativo 
N83 Úlcera Péptica Europa Negativo Negativo 
N28 Úlcera Péptica Europa Negativo Negativo 
N29 Úlcera Péptica Europa Negativo Negativo 
N30 Úlcera Péptica Europa Negativo Negativo 
N34 Úlcera Péptica Europa Negativo Negativo 
N36 Úlcera Péptica Europa Negativo Negativo 
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Anexo C 
Tabela C-1- Valores médios de absorvância lida a 600 nm da placa de ELISA para a bactéria E. coli B antes da 
incubação. 
Tabela C-2- Valores médios de absorvância lida a 600 nm da placa de ELISA para a bactéria E. coli B após 24 
horas de incubação. 
Tabela C-3- Valores médios de absorvância lida a 600 nm da placa de ELISA para a bactéria E. coli B resultantes 
da diferença dos valores medidos antes e após 24 horas de incubação. 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 0,293 0,172 0,095 0,054 0,027 0,013 0,007 0,004 0,004 0,003 0,001 -0,001 
B 0,284 0,168 0,093 0,048 0,026 0,015 0,004 0,006 0,006 0,011 0,003 0,002 
C -0,001 0,000 0,001 0,002 0,001 0,002 0,002 0,004 0,002 0,001 0,002 0,001 
D 0,325 0,171 0,094 0,053 0,030 0,017 0,011 0,008 0,004 0,004 0,004 0,001 
E 0,352 0,191 0,101 0,056 0,031 0,015 0,009 0,007 0,003 0,002 0,011 0,000 
F -0,001 0,001 0,002 0,001 0,002 0,001 0,001 0,001 0,002 0,001 0,002 0,000 
G 0,310 0,182 0,089 0,052 0,029 0,082 0,008 0,005 0,003 0,002 0,025 0,000 
H 0,267 0,158 0,081 0,043 0,024 0,013 0,007 0,004 0,003 0,002 0,006 -0,001 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 0,179 0,143 0,183 0,429 0,462 0,342 0,357 0,305 0,355 0,324 0,408 -0,002 
B 0,204 0,139 0,189 0,451 0,510 0,426 0,433 0,384 0,436 0,467 0,501 0,002 
C 0,001 0,002 0,003 0,035 0,074 0,272 0,449 0,403 0,567 0,566 0,519 0,001 
D 0,636 0,559 0,496 0,481 0,409 0,361 0,598 0,542 0,656 0,742 0,504 0,000 
E 0,694 0,569 0,529 0,550 0,531 0,440 0,513 0,490 0,481 0,482 0,586 0,001 
F 0,337 0,281 0,371 0,476 0,458 0,422 0,445 0,384 0,494 0,520 0,571 -0,001 
G 0,850 0,494 0,468 0,467 0,455 0,392 0,496 0,469 0,477 0,434 0,535 -0,001 
H 0,588 0,628 0,708 0,725 0,742 0,564 0,674 0,696 0,700 0,641 0,587 0,001 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A -0,115 -0,029 0,088 0,376 0,435 0,329 0,350 0,301 0,351 0,322 0,408 -0,001 
B -0,080 -0,029 0,097 0,403 0,485 0,412 0,429 0,378 0,430 0,456 0,498 -0,001 
C 0,002 0,002 0,003 0,034 0,073 0,270 0,447 0,399 0,565 0,565 0,517 0,000 
D 0,311 0,388 0,402 0,428 0,379 0,344 0,587 0,534 0,652 0,738 0,500 -0,001 
E 0,342 0,379 0,428 0,494 0,500 0,425 0,505 0,484 0,478 0,481 0,576 0,001 
F 0,338 0,280 0,369 0,475 0,456 0,421 0,444 0,383 0,492 0,519 0,569 -0,001 
G 0,540 0,312 0,379 0,415 0,427 0,310 0,488 0,464 0,474 0,433 0,510 -0,001 
H 0,321 0,470 0,627 0,683 0,718 0,552 0,667 0,693 0,698 0,639 0,581 0,002 
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Tabela C-4- Valores médios de absorvância lida a 600 nm da placa de ELISA para a bactéria E. coli B após 
adição de INT e incubação de 2 horas. 
 
Figura C-1- Fotografia da placa de ELISA após incubação de 2 horas do INT adicionado no final do ensaio 
com a bactéria E. coli B. 
 
Figura C-2- Fotografia das placas de meio YEA incubadas com uma amostra de 5 µl de cada poço do ensaio 
com a bactéria E. coli B após leitura de absorvância às 24 horas de incubação. A distribuição das amostras é 
igual à dos poços na placa de ELISA. 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 0,268 0,381 1,359 3,421 3,405 3,306 3,579 3,533 3,565 3,255 2,677 -0,003 
B 0,231 0,169 0,606 3,244 3,195 3,133 3,312 3,510 3,451 3,264 2,457 0,003 
C 0,003 0,003 0,005 0,356 1,129 2,616 2,561 2,924 2,410 2,283 2,652 0,000 
D 1,728 2,416 1,913 2,132 2,443 2,438 2,847 3,128 3,143 0,749 1,785 0,001 
E 2,111 2,513 2,215 2,286 2,144 2,291 2,380 2,693 2,716 2,734 2,388 -0,001 
F 2,180 1,917 1,522 2,071 1,816 1,765 2,066 2,187 2,130 2,059 2,404 0,002 
G 2,812 3,160 3,156 3,282 3,056 2,898 2,993 3,131 3,038 2,747 2,602 -0,001 
H 2,831 2,812 2,280 3,595 3,354 3,128 2,105 3,378 3,241 1,993 2,640 -0,001 
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Tabela C-5- Valores médios de absorvância lida a 600 nm da placa de ELISA para a bactéria C. jejuni CCUG 
11284 antes da incubação. 
Tabela C-6- Valores médios de absorvância lida a 600 nm da placa de ELISA para a bactéria C. jejuni CCUG 
11284 após 24 horas de incubação. 
Tabela C-7- Valores médios de absorvância lida a 600 nm da placa de ELISA para a bactéria C. jejuni CCUG 
11284 resultantes da diferença dos valores medidos antes e após 24 horas de incubação. 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 0,298 0,168 0,116 0,067 0,047 0,037 0,032 0,031 0,031 0,028 0,022 -0,003 
B 0,265 0,158 0,097 0,064 0,047 0,071 0,030 0,030 0,026 0,023 0,025 -0,002 
C 0,024 0,020 0,025 0,024 0,020 0,022 0,023 0,021 0,023 0,022 0,024 0,002 
D 0,289 0,164 0,105 0,067 0,048 0,040 0,062 0,030 0,022 0,029 0,035 0,001 
E 0,332 0,193 0,114 0,070 0,048 0,198 0,027 0,028 0,023 0,023 0,023 0,000 
F 0,020 0,020 0,020 0,019 0,019 0,018 0,019 0,020 0,018 0,019 0,023 -0,001 
G 0,285 0,169 0,152 0,066 0,045 0,033 0,012 0,026 0,023 0,021 0,025 0,002 
H 0,256 0,151 0,091 0,061 0,041 0,032 0,028 0,024 0,022 0,028 0,022 0,001 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 0,320 0,255 0,248 0,221 0,173 0,153 0,162 0,150 0,149 0,186 0,141 -0,001 
B 0,314 0,261 0,222 0,201 0,207 0,164 0,192 0,181 0,158 0,159 0,145 -0,011 
C 0,093 0,135 0,146 0,161 0,184 0,155 0,186 0,140 0,151 0,145 0,156 0,000 
D 0,307 0,241 0,205 0,180 0,130 0,137 0,138 0,180 0,152 0,134 0,123 0,000 
E 0,684 0,609 0,364 0,404 0,263 0,284 0,248 0,234 0,270 0,213 0,153 0,001 
F 0,132 0,141 0,171 0,182 0,169 0,192 0,198 0,155 0,161 0,160 0,189 -0,001 
G 0,308 0,258 0,280 0,220 0,185 0,176 0,184 0,131 0,166 0,142 0,157 0,025 
H 0,309 0,240 0,226 0,421 0,160 0,163 0,128 0,148 0,143 0,136 0,133 0,001 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 0,023 0,088 0,132 0,154 0,126 0,117 0,131 0,119 0,119 0,158 0,119 0,002 
B 0,050 0,103 0,126 0,137 0,161 0,094 0,162 0,151 0,133 0,137 0,121 -0,009 
C 0,069 0,115 0,121 0,137 0,164 0,133 0,163 0,119 0,129 0,123 0,132 -0,002 
D 0,018 0,077 0,100 0,113 0,082 0,097 0,076 0,150 0,130 0,105 0,088 -0,001 
E 0,352 0,417 0,250 0,335 0,216 0,086 0,221 0,206 0,247 0,190 0,131 0,001 
F 0,113 0,122 0,151 0,164 0,151 0,174 0,179 0,135 0,143 0,141 0,167 0,000 
G 0,023 0,089 0,129 0,154 0,140 0,143 0,172 0,105 0,143 0,122 0,132 0,023 
H 0,053 0,089 0,135 0,360 0,119 0,131 0,101 0,124 0,121 0,108 0,111 0,000 
Anexo C 
C-4 
Tabela C-8- Valores médios de absorvância lida a 600 nm da placa de ELISA para a bactéria C. jejuni CCUG 
11284 após adição de INT e incubação de 2 horas. 
 
Figura C-3- Fotografia da placa de ELISA após incubação de 2 horas do INT adicionado no final do ensaio 
com a bactéria C. jejuni CCUG 11284. 
 
Figura C-4- Fotografia das placas de meio Muller-Hinton incubadas com uma amostra de 5 µl de cada poço do 
ensaio com a bactéria C. jejuni CCUG 11284 após leitura de absorvância às 24 horas de incubação. A 
distribuição das amostras é igual à dos poços na placa de ELISA. 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 1,268 1,283 1,741 2,108 1,996 1,715 1,298 1,475 1,600 1,474 1,637 -0,002 
B 1,050 1,436 1,211 2,159 2,131 2,198 2,038 1,922 2,234 2,008 2,081 -0,001 
C 1,805 1,920 1,792 1,809 1,975 1,905 2,011 1,864 1,917 1,898 2,141 0,001 
D 1,080 0,985 1,486 1,629 1,672 1,763 1,671 1,790 1,833 1,573 1,706 0,001 
E 2,438 2,383 2,281 2,447 2,669 2,382 2,527 2,571 2,531 2,533 2,240 -0,001 
F 1,944 1,962 1,966 1,963 2,250 1,950 1,941 2,040 2,044 2,158 2,188 -0,001 
G 1,186 1,271 1,981 1,909 1,937 1,953 1,672 1,774 2,004 1,841 1,921 0,002 
H 1,175 1,237 1,615 2,287 1,979 2,212 1,894 1,836 1,996 1,756 2,087 -0,001 
Contaminante presente na linha E, ver Figura , valores não considerados para cálculos 
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Tabela C-9- Valores médios de absorvância lida a 600 nm da placa de ELISA para a bactéria H. pylori B45 antes 
da incubação. 
Tabela C-10- Valores médios de absorvância lida a 600 nm da placa de ELISA para a bactéria H. pylori B45 
após 24 horas de incubação. 
Tabela C-11- Valores médios de absorvância lida a 600 nm da placa de ELISA para a bactéria H. pylori B45 
resultantes da diferença dos valores medidos antes e após 24 horas de incubação. 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 0,244 0,143 0,089 0,053 0,033 0,022 0,014 0,011 0,009 0,009 0,014 -0,001 
B 0,241 0,139 0,431 0,048 0,031 0,021 0,015 0,011 0,009 0,008 0,009 0,004 
C 0,015 0,009 0,007 0,009 0,007 0,007 0,008 0,009 0,007 0,007 0,006 0,000 
D 0,136 0,081 0,049 0,032 0,021 0,015 0,013 0,011 0,009 0,008 0,008 0,001 
E 0,330 0,184 0,105 0,061 0,037 0,023 0,037 0,014 0,009 0,009 0,006 -0,002 
F 0,013 0,010 0,008 0,008 0,008 0,008 0,009 0,007 0,007 0,006 0,008 0,000 
G 0,552 0,144 0,084 0,050 0,033 0,020 0,016 0,012 0,008 0,002 0,007 -0,001 
H 0,226 0,134 0,079 0,046 0,029 0,021 0,015 0,012 0,011 0,010 0,008 -0,002 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 0,300 0,230 0,209 0,165 0,140 0,187 0,219 0,184 0,166 0,201 0,304 -0,001 
B 0,317 0,291 0,221 0,172 0,129 0,137 0,215 0,177 0,168 0,179 0,193 0,005 
C 0,134 0,140 0,124 0,133 0,111 0,148 0,191 0,163 0,159 0,194 0,215 -0,001 
D 0,224 0,225 0,173 0,196 0,205 0,145 0,195 0,127 0,149 0,172 0,246 0,001 
E 1,042 0,789 0,799 0,931 0,684 0,823 0,786 0,783 0,856 1,113 0,230 -0,002 
F 0,183 0,183 0,129 0,122 0,151 0,131 0,185 0,176 0,133 0,192 0,161 0,001 
G 0,263 0,193 0,125 0,099 0,100 0,129 0,146 0,112 0,086 0,059 0,180 -0,003 
H 0,273 0,144 0,132 0,131 0,134 0,120 0,161 0,210 0,124 0,191 0,140 -0,002 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 0,056 0,087 0,120 0,113 0,107 0,165 0,205 0,173 0,158 0,192 0,291 0,000 
B 0,076 0,152 -0,210 0,124 0,098 0,116 0,201 0,166 0,159 0,171 0,185 0,001 
C 0,119 0,132 0,118 0,124 0,104 0,141 0,183 0,154 0,152 0,187 0,209 -0,001 
D 0,088 0,145 0,124 0,164 0,184 0,131 0,183 0,117 0,140 0,164 0,156 -0,001 
E 0,712 0,605 0,694 0,870 0,647 0,801 0,749 0,770 0,847 1,104 0,224 0,000 
F 0,171 0,173 0,121 0,114 0,143 0,123 0,177 0,169 0,127 0,186 0,154 0,001 
G 0,020 0,049 0,041 0,049 0,068 0,110 0,131 0,101 0,078 0,057 0,173 -0,002 
H 0,047 0,011 0,054 0,085 0,105 0,100 0,147 0,199 0,114 0,181 0,132 0,000 
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Tabela C-12- Valores médios de absorvância lida a 600 nm da placa de ELISA para a bactéria H. pylori B45 
após adição de INT e incubação de 2 horas. 
 
Figura C-5- Fotografia da placa de ELISA após incubação de 2 horas do INT adicionado no final do ensaio 
com a bactéria H. pylori B45. 
 
Figura C-6- Fotografia das placas de meio Muller-Hinton incubadas com uma amostra de 5 µl de cada poço do 
ensaio com a bactéria H. pylori B45 após leitura de absorvância às 24 horas de incubação. A distribuição das 
amostras é igual à dos poços na placa de ELISA. 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 0,865 0,750 0,517 0,822 0,700 1,048 1,453 1,272 0,925 1,260 1,121 -0,002 
B 0,902 0,983 0,573 0,886 0,858 1,023 1,303 1,471 0,921 0,887 0,962 0,006 
C 0,938 1,012 0,945 0,952 0,897 0,894 1,041 0,991 0,993 0,967 1,035 0,001 
D 0,691 0,978 0,541 1,039 1,160 1,178 1,149 1,203 0,877 0,827 1,034 0,004 
E 1,898 2,006 1,628 2,690 2,428 2,821 2,365 2,731 2,328 2,673 1,012 -0,002 
F 0,826 1,036 0,595 0,951 0,929 0,912 0,978 1,036 0,722 0,968 0,869 0,002 
G 0,236 0,658 0,440 0,509 0,516 0,604 0,798 0,811 0,700 0,673 0,911 -0,002 
H 0,372 0,322 0,433 0,504 0,505 0,577 0,700 0,956 0,747 1,013 0,830 -0,007 
Contaminante presente na linha E, ver Figura , valores não considerados para cálculos 
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Tabela C-13- Valores médios de absorvância lida a 600 nm da placa de ELISA para a bactéria H. pylori 26695 
antes da incubação. 
Tabela C-14- Valores médios de absorvância lida a 600 nm da placa de ELISA para a bactéria H. pylori 26695 
após 24 horas de incubação. 
Tabela C-15- Valores médios de absorvância lida a 600 nm da placa de ELISA para a bactéria H. pylori 26695 
resultantes da diferença dos valores medidos antes e após 24 horas de incubação. 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 0,273 0,175 0,123 0,088 0,061 0,048 0,042 0,039 0,035 0,038 0,034 -0,003 
B 0,324 0,174 0,106 0,078 0,054 0,045 0,038 0,034 0,031 0,032 0,043 0,001 
C 0,035 0,031 0,032 0,044 0,029 0,029 0,029 0,030 0,031 0,032 0,048 -0,002 
D 0,284 0,176 0,118 0,081 0,059 0,049 0,042 0,049 0,058 0,065 0,053 -0,001 
E 0,348 0,204 0,132 0,086 0,065 0,049 0,038 0,034 0,033 0,039 0,037 0,002 
F 0,033 0,037 0,037 0,033 0,038 0,048 0,037 0,051 0,050 0,052 0,058 0,002 
G 0,281 0,176 0,115 0,080 0,060 0,047 0,037 0,037 0,032 0,035 0,036 0,002 
H 0,250 0,161 0,104 0,072 0,057 0,045 0,037 0,036 0,034 0,034 0,038 -0,002 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 0,548 0,553 0,615 0,789 0,706 0,572 0,597 0,820 0,818 0,630 0,216 -0,001 
B 0,611 0,912 0,490 0,627 0,516 0,544 0,501 0,628 0,841 0,228 0,149 0,002 
C 0,107 0,043 0,030 0,046 0,045 0,046 0,043 0,086 0,092 0,115 0,147 -0,001 
D 0,510 0,752 0,658 0,568 0,537 0,503 0,671 0,749 0,397 0,158 0,113 0,001 
E 1,082 0,906 0,916 0,831 0,881 0,609 0,654 0,750 0,647 0,666 0,116 -0,001 
F 0,125 0,047 0,045 0,056 0,045 0,084 0,099 0,103 0,110 0,114 0,139 0,000 
G 0,449 0,407 0,691 0,524 0,579 0,468 0,536 0,222 0,537 0,322 0,120 0,002 
H 0,475 0,566 0,356 0,342 0,254 0,485 0,417 0,409 0,972 0,301 0,152 -0,001 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 0,275 0,378 0,492 0,701 0,646 0,525 0,555 0,781 0,783 0,593 0,182 0,002 
B 0,288 0,738 0,384 0,549 0,462 0,499 0,463 0,595 0,810 0,197 0,106 0,002 
C 0,072 0,012 -0,002 0,003 0,016 0,017 0,014 0,056 0,061 0,083 0,099 0,001 
D 0,226 0,576 0,540 0,487 0,478 0,455 0,629 0,701 0,339 0,093 0,060 0,001 
E 0,735 0,702 0,784 0,746 0,816 0,561 0,616 0,716 0,614 0,628 0,079 -0,003 
F 0,092 0,010 0,008 0,023 0,007 0,036 0,062 0,053 0,061 0,063 0,081 -0,002 
G 0,169 0,232 0,577 0,444 0,519 0,422 0,500 0,186 0,505 0,287 0,085 -0,001 
H 0,226 0,405 0,253 0,270 0,197 0,441 0,380 0,373 0,938 0,268 0,114 0,001 
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Tabela C-16- Valores médios de absorvância lida a 600 nm da placa de ELISA para a bactéria H. pylori 26695 
após adição de INT e incubação de 2 horas. 
 
Figura C-7- Fotografia da placa de ELISA após incubação de 2 horas do INT adicionado no final do ensaio 
com a bactéria H. pylori 26695. 
 
Figura C-8- Fotografia das placas de meio Muller-Hinton incubadas com uma amostra de 5 µl de cada poço do 
ensaio com a bactéria H. pylori 26695 após leitura de absorvância às 24 horas de incubação. A distribuição das 
amostras é igual à dos poços na placa de ELISA. 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 0,556 1,415 2,326 2,614 3,141 3,627 3,415 3,788 2,674 1,655 0,777 -0,002 
B 1,047 1,551 2,570 2,443 2,091 3,271 2,963 3,324 2,573 1,418 0,782 0,004 
C 0,709 0,388 0,232 0,353 0,420 0,281 0,325 0,483 0,582 0,522 0,468 -0,001 
D 1,342 2,263 3,182 3,203 3,053 3,131 3,184 1,762 1,397 0,587 0,560 0,001 
E 2,210 2,223 2,096 2,343 2,279 2,866 2,607 2,054 1,809 2,360 0,217 -0,003 
F 0,637 0,616 0,348 0,406 0,269 0,340 0,385 0,514 0,553 0,502 0,438 0,002 
G 0,770 1,300 2,029 3,152 2,891 3,217 2,847 1,830 1,689 1,255 0,306 -0,001 
H 0,522 1,584 1,137 1,088 0,967 2,451 3,048 2,646 3,569 1,518 0,514 -0,001 
Contaminante presente na linha E, ver Figura , valores não considerados para cálculos 
